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DESCRIPCION
Uso de lectinas para promover la oligomerizacién de glicoproteinas y de moléculas antigénicas
1. INTRODUCCION

0001 La presente invencién se refiere a las areas de terapia bioldgica, inmunoterapia y modulaciéon inmune
mediada por proteina de estrés. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a composiciones y
métodos de uso de complejos moleculares que comprenden moléculas de lectina o de tipo lectina asociadas
con moléculas inmunolégicamente y/o biolégicamente activas para aumentar los efectos profilacticos y/o
terapéuticos de las moléculas inmunoldgicamente y/o biolégicamente activas para la prevencién o tratamiento
de enfermedades, en particular para la prevencion o el tratamiento de cancer o enfermedades infecciosas.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

0002 La cita o discusion de una referencia aqui no podra ser interpretada como una admisién de que la misma
es técnica anterior a la presente invencion.

2.1 Respuestas Inmunes y Presentacion de Antigenos

0003 El sistema inmune de un organismo reacciona con dos tipos de respuestas a los agentes patdégenos u
otros agentes daninos: la respuesta humoral y la respuesta mediada por células (véase Alberts, B. et al., 1994,
Biologia Molecular de la Célula, 1195-96). Cuando las células B en reposo son activadas por antigeno para
proliferar y madurar en células secretoras de anticuerpos, producen y secretan anticuerpos con un Unico sitio de
union al antigeno. Esta reaccién secretora de anticuerpos se conoce como la respuesta humoral. Por otro lado,
las diversas respuestas de células T se denominan colectivamente reacciones inmunes mediadas por células.
Hay dos clases principales de células T, células T citotéxicas y células T coadyuvantes. Las células T
citotoxicas directamente matan células que estan infectadas con un virus o algin otro microorganismo
intracelular. Las células T coadyuvantes, por el contrario, ayudan a estimular las respuestas de otras células:
ayudan a activar macréfagos, células dendriticas y células B, por ejemplo (ver Alberts, B. et al., supra, en 1228).
Tanto las células T citotoxicas como las células T coadyuvantes reconocen el antigeno en la forma de
fragmentos de péptidos que son generados por la degradacion de los antigenos proteicos extrafios en el interior
de la célula diana, y ambos, por lo tanto, dependen de moléculas de complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), que se unen a estos fragmentos de péptidos, los llevan a la superficie celular, y los presentan a las
células T. Las moléculas MHC normalmente se encuentran en abundancia en las células presentadoras de
antigeno (APCs).

0004 Las células presentadoras de antigeno (APCs), como los macréfagos y células dendriticas, son
componentes clave de la respuesta inmune innata y adaptativa. Los antigenos son generalmente 'presentados’
a las células T o células B en la superficie de otras células, las APCs. Las APCs pueden atrapar antigenos de
transmision linfatica y sanguinea y, después de internalizaciéon y degradacion, presentan fragmentos de
péptidos antigénicos, unidos a moléculas de la superficie celular del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), a las células T. Las APCs puede entonces activar células T (respuesta mediada por células) para
expansion clonal, y estas células hijas pueden desarrollarse tanto en las células T citotdxicas o células T
coadyuvantes, que a su vez activan células B (respuesta humoral) con el mismo antigeno unido a MHC para
expansion clonal y produccion del anticuerpo especifico (ver Alberts, B. et al., supra, en 1238-45).

0005 Dos tipos de mecanismos de procesamiento de antigeno han sido reconocidos. El primer tipo implica
absorcion de proteinas mediante endocitosis por APCs, fragmentacién de antigeno dentro de vesiculas,
asociacion con las moléculas MHC de clase Il y expresion en la superficie celular. Este complejo es reconocido
por células T coadyuvantes que expresan CD4. El otro se emplea para proteinas, tales como antigenos viricos,
que se sintetizan dentro de la célula y parece implicar fragmentacion de proteinas en el citoplasma. Los
péptidos producidos de esta manera quedan asociados con moléculas MHC de clase | y son reconocidos por
células T citotéxicas que expresan CD8 (ver Alberts, B. et al., supra. at 1233-34).
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0006 La estimulacion de células T implica una serie de moléculas accesorias expresadas tanto por las células T
como por las APCs. Las moléculas co-estimuladoras son aquellas moléculas accesorias que promueven el
crecimiento y la activacion de la célula T. Tras la estimulacion, las moléculas co-estimuladoras inducen la
liberacion de citoquinas, tales como interleucina 1 (IL-1) o interleucina 2 (IL-2), el interferén, etc., que
promueven el crecimiento de células T y la expresion de receptores de la superficie (ver Paul, 1989 ,
Fundamental Immunology, 109-10).

0007 Normalmente, las APCs estan en reposo y requieren la activacion de su funcién. La identidad de las
sefiales que activan las APCs es una cuestion crucial y sin resolver (ver Banchereau, et al., 1998, Nature,
392:245-252; Medzhitov, et al., 1998, Curr Opin Immunol., 10:12-15).

2.2 Proteinas de Choque Térmico

0008 Las proteinas de choque térmico (HSPs), también conocidas como proteinas de estrés, se identificaron
por primera vez como proteinas sintetizadas por las células en respuesta al choque térmico. Aproximadamente
diez familias de HSPs son conocidas, y cada familia consta de uno a cinco proteinas homadlogas estrechamente
relacionadas. Srivastava, 2002, Annu. Rev. Immunol. 20:395-425. Se encontré posteriormente que muchos
miembros de estas familias son inducidos en respuesta a otros estimulos estresantes, incluyendo privacion de
nutrientes, alteracion metabdlica, radicales de oxigeno, e infecciéon con patégenos intracelulares (ver Welch,
Mayo 1993, Scientific American, 56-64; Young, 1990, Annu. Rev. Immunol., 8:401-420; Craig, 1993, Science,
260:1902-1903; Gething et al., 1992, Nature, 355: 33-45; and Lindquist et al., 1988, Annu. Rev. Genetics,
22:631-677).

0009 Las proteinas de choque térmico se expresan en todas las células en todas las formas de vida y en una
variedad de localizaciones intracelulares, es decir, se expresan en el citosol de los procariotas y en el citosol,
nucleos, reticulo endoplasmico (RE), mitocondrias, y cloroplastos de las eucariotas. Srivastava, 2002, Annu.
Rev. Immunol. 20:395-425. Las HSPs también constituyen el grupo simple mas abundante de proteinas dentro
de las células. Se expresan en grandes cantidades bajo condiciones normales de choque no térmico, y su
expresion puede ser fuertemente inducida a niveles mucho mas altos como resultado de un choque térmico u
otras formas de estrés.

0010 Proteinas de choque térmico estan entre las proteinas mas altamente conservadas en existencia. Por
ejemplo, DnakK, la Hsp70 de E. coli tiene aproximadamente 50% de identidad de secuencia de aminoacidos con
proteinas Hsp70 de excoriados (Bardwell et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:848-852). Las familias Hsp60 y
Hsp90 también muestran niveles similares de conservacion intrafamiliar (Hickey et al., 1989, Mol. Cell. Biol.,
9:2615-2626; Jindal, 1989, Mol. Cell. Biol., 9:2279-2283). Ademas, se ha descubierto que las familias Hsp60,
Hsp70 y Hsp90 estdan compuestas de proteinas que estan relacionadas con las proteinas de estrés en
secuencia, por ejemplo, con identidad de aminoacidos mayor que 35%, pero cuyos niveles de expresion no son
alterados por el estrés.

0011 Estudios sobre respuesta celular al choque térmico y otros estreses fisiologicos revelaron que las HSPs
poseen funciones como despliegue y repliegue de proteinas, degradacion de proteinas, conjunto de complejos
de multiples subunidades, termotolerancia, tamponamiento de expresidén de mutaciones, entre otros. Srivastava,
2002, Annu. Rev. Immunol. 20:395-425. Las HSPs cumplen diferentes tipos de funciones chaperonas. Por
ejemplo, miembros de la familia Hsp70, situados en el citoplasma de la célula, el nucleo, las mitocondrias, o
reticulo endoplasmico (Lindquist et al., 1988, Ann. Rev. Genetics, 22:631-677), estan implicados en la
presentacion de antigenos a las células del sistema inmune, y también estan implicados en la transferencia,
plegado y ensamblaje de proteinas en la células normales. Las HSPs son capaces de unir proteinas o péptidos,
y de liberar las proteinas o péptidos ligados en la presencia de trifosfato de adenosina (ATP) o pH bajo.

2.3 Inmunogenicidad de Complejos HSP-Péptido

0012 Srivastava et al. Demostraron la respuesta inmune a sarcomas inducidos por metilcolantreno de ratones
consanguineos (1988, Immunol. Today, 9:78-83). En estos estudios, se encontrd6 que las moléculas
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responsables de la inmunogenicidad individualmente distinta de estos tumores fueron glicoproteinas de 96kDa
(gp96) y proteinas intracelulares de 84 a 86kDa (Srivastava et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 83:3407-
3411; Ullrich et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 83:3121-3125). La inmunizacién de ratones con gp96 o
p84/86 aisladas de un tumor en particular hizo a los ratones inmunes a ese tumor particular, pero no a tumores
antigénicamente distintos. El aislamiento y la caracterizacion de genes que codifican gp96 y p84/86 revelaron
una homologia significativa entre ellos, y mostraron que gp96 y p84/86 fueron, respectivamente, las
contrapartes endoplasmicas reticular y citosdlica de las mismas proteinas de choque térmico (Srivastava et al.,
1988, Inmunogenética, 28:205-207; Srivastava et al., 1991, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 167:109-123).
Ademas, se mostré que Hsp70 provoca inmunidad al tumor del que se aislo, pero no a los tumores
antigénicamente distintos. Sin embargo, se encontré que Hsp70 empobrecido de péptidos pierde su actividad
inmunogénica (Udono y Srivastava, 1993, J. Exp. Med., 178:1391-1396). Estas observaciones sugieren que las
proteinas de choque térmico no son inmunogénicas per se, sino forman complejos no covalentes con péptidos
antigénicos, y los complejos pueden provocar inmunidad especifica a los péptidos antigénicos (Srivastava,
1993, Adv. Cancer Res., 62:153-177; Udono et al.,, 1994, J. Immunol., 152:5398-5403; Suto et al., 1995,
Science, 269:1585-1588).

0013 La proteina de choque térmico gp96 chaperona una amplia variedad de péptidos, dependiendo de la
fuente de la cual gp96 es aislada (para una revision, ver Srivastava et al., 1998, Inmunidad, 8:657-665). La gp96
derivada de tumor lleva péptidos antigénicos tumorales (Ishii et al., 1999, J. Immunology, 162:1303-1309.); las
preparaciones de gp96 de células infectadas por virus llevan epitopos viricos (Suto y Srivastava, 1995, Science,
269:1585-1588; Nieland et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 95:1800-1805), y las preparaciones de gp96
de células transfectadas con antigenos modelos tales como ovoalbumina o B-galactosidasa se asocian con los
epitopos correspondientes (Arnold et al., 1995, J. Exp. Med., 182:885-889; Breloer et al., 1998, Eur. J.
Immunol., 28:1016-1021). La asociacion de gp96 con péptidos se produce in vivo (Menoret y Srivastava, 1999,
Biochem. Biophys. Research Commun., 262:813-818). Complejos gp96-péptido, ya sean aislados de células
(Tamura et al., 1997, Science, 278:117-120), o reconstituidos in vitro (Blachere et al., 1997, J. Exp. Med.,
186:1183-1406) son excelentes inmundgenos y se han utilizado ampliamente para provocar respuestas de
células T CD8+ especificas para los péptidos antigénicos acompafados de gp96.

0014 La capacidad de los complejos gp96-péptido para provocar una respuesta inmune es dependiente de la
transferencia del péptido a moléculas MHC de clase | de células presentadoras de antigeno (Suto y Srivastava,
1995, supra). Antigenos sintetizados de forma endégena acompafiados por gp96 en el reticulo endoplasmico
(RE) pueden cebar antigenos especificos de células T CD8+ (o CTLs restringidos de MHC 1) in vivo, este
cebado de células T CD8+ requiere macrofagos. Aunque los antigenos exdgenos suelen ser enviados a través
de la via de presentacion MHC Il y provocan respuestas CD4+, los complejos gp96-péptido introducidos de
manera exdgena pueden provocar respuesta de células T CD8+. Suto y Srivastava, 1995, supra; Blachere et
al., 1997, J. Exp. Med., 186:1315-22.

0015 En vista de la cantidad extremadamente pequefia de péptidos antigénicos acompafados de gp96
necesaria para la inmunizacion (Blachere et al., 1997, supra), y la dependencia estricta de la inmunogenicidad
de complejos gp96-péptido en células funcionales presentadoras de antigeno (APCs) (Udono et al., 1994, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU., 91:3077-3081), se habian propuesto APCs que poseen receptores para gp96
(Srivastava et al., 1994, Inmunogenética, 39:93-98). La propuesta fue confirmada cuando se demostré que el
receptor a2 macroglobulina (a2M) CD91 se une a gp96 y a2M asi como anticuerpos a CD91 inhiben
completamente la representacion de péptidos acompafiados de gp96 por APCs. Binder et al., 2000, Nat.
Immunol. 1(2):151-55; Srivastava, 2002, Annu. Rev. Immunol. 20:395-425. Posteriormente, se demostrd que
CD91 actuaba como el receptor no sélo para gp96, sino también para hsp90, hsp70, y calreticulina. Basu et al.,
2001, Inmunidad 14(3):301-13.

0016 Se ha demostrado que los péptidos HSP-acompafiados pueden ser re-presentados por las moléculas
MHC Il de las APCs, ademas de re-presentados por moléculas MHC |. Srivastava, 2002, Annu. Rev. Immunol.
20:395-425. La re-presentacion de moléculas MHC |l también se produce a través del receptor CD91. Asi, se ha
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sugerido que una vez que un complejo HSP-péptido se recoge a través de CD91, puede entrar en una o0 mas
vias de trafico y de procesamiento. Srivastava, supra.

0017 Las HSPs también han sido implicadas en la inmunidad innata. La exposicién de APCs a gp96 (u otras
HSPs) conduce a secrecion de niveles bajos de TNFa por las APCs, independientemente de si las moléculas de
gp96 se asocian o no con los péptidos antigénicos. Suto y Srivastava, 1995, Science 269:1585-88. Mas tarde se
demostré que la interaccién de HSPs, por ejemplo, gp96, hsp90, hsp 70 y hsp60, con APCs puede conducir a
una serie de sucesos relacionados con la inmunidad innata, tales como secrecién de citoquinas inflamatorias
TNFa, IL-1B, IL-12 , y GM-CSF por macréfagos, secrecion de quimiocinas, por ejemplo, MCP-1, MIP-2, y
RANTES, por macrofagos, induccién de sintasa inducible de 6xido nitrico y produccion de 6xido nitrico por
macrofagos y DCs, maduracion de DCs medido por una mayor expresion de MHC 11, B7-2 y moléculas CD40 en
células CD11c+, migracion de gran numero de DCs (probablemente células de Langerhans) desde el sitio de
inyeccion de gp96 a los ganglios linfaticos de drenaje, y translocacién de NFkB en los nucleos de macréfagos y
DCs. Srivastava, 2002, Annu. Rev. Immunol. 20:395-425. Hay poca evidencia de que CD91 sea el receptor
implicado en estos fendmenos, y se ha sugerido que estan implicados otros receptores. Ohashi et al., 2000, J.
Immunol. 164(2):558-61; Panjwani et al., 2000, Cell Stress Chaperones 5:391; Srivastava, 2002, Annu. Rev.
Immunol. 20:395-425.

0018 Pueden usarse complejos no covalentes de HSPs y péptidos, purificados de células cancerosas, para el
tratamiento y prevencion del cancer y se han descrito en las publicaciones PCT WO 96/10411, de 11 de abril de
1996, y WO 97/10001, de 20 de marzo de 1997 (Patente U.S. 5,750,119 expedida el 12 de abril 1998, y patente
U.S. 5,837,251 expedida el 17 noviembre de 1998, respectivamente). El aislamiento y purificacion de complejos
proteina de estrés-antigeno se ha descrito, por ejemplo, de células infectadas por el patégeno, y utilizado para
el tratamiento y prevencion de la infeccion causada por patdégenos, tales como virus y otros patdégenos
intracelulares, incluyendo bacterias, protozoos, hongos y parasitos (ver, por ejemplo, la publicacion PCT WO
95/24923, de 21 de septiembre 1995). También pueden prepararse complejos inmundgenicos proteina-antigeno
por complejamiento in vitro de proteinas de estrés y péptidos antigénicos, y los usos de tales complejos para el
tratamiento y prevencion de cancer y enfermedades infecciosas se ha descrito en la publicacion PCT WO
97/10000, de 20 de Marzo 1997 (Patente U.S. 6,030,618 expedida el 29 de febrero 2000).

US-A-6 143 299 describe complejos de proteinas de choque térmico gp96 unidos no covalentemente a una
molécula antigénica y el uso de este complejo para inducir una respuesta inmune contra la molécula antigénica
y de esta manera tratar o prevenir una enfermedad infecciosa. El uso de complejos proteina de estrés-antigeno
para sensibilizar células que presentan antigenos in vitro para su uso en inmunoterapia adoptiva se describe en
la publicaciéon PCT WO 97/10002, de 20 de marzo de 1997 (ver también la patente U.S. 5,985,270 expedida 16
de noviembre 1999).

0019 La identificacion y caracterizacion de moléculas o métodos especificos que pueden aumentar la
inmunogenicidad de antigenos HSP-mediados de péptidos podrian suministrar reactivos y técnicas utiles para
provocar inmunidad especifica a través de HSP y complejos HSP-péptido, y para el desarrollo de nuevos
métodos de diagndstico y terapéuticos.

2.4. Lectinas

0020 Las lectinas son un grupo de proteinas que se encuentran en plantas, animales, hongos, algas y bacterias
que comparten la propiedad de unirse a grupos carbohidratos especificos (ver Sharon et al., 1972, Science,
177:949). Son una clase de proteinas estructuralmente diversa, y sus caracteristicas comunes son soélo la
capacidad de unir carbohidratos especificamente y reversiblemente, y de aglutinar células mediante la
formacién de enlaces reticulados entre los grupos oligosacaridos en las superficies celulares. Sharon, 1993,
Trends Biochem Sci 18(6):221-6. Las lectinas son ampliamente usadas para fines diagndsticos vy
experimentales, por ejemplo para identificar células mutantes en cultivos de células, para determinar grupos
sanguineos por activacion de aglutinacion de glébulos rojos, o en el mapeo de la superficie de membranas
celulares. Las lectinas se utilizan también para la purificacion de proteinas debido a su capacidad para unir
carbohidratos especificamente y reversiblemente.
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0021 Algunas lectinas se pueden agrupar en familias distintas, tales como las de las leguminosas o los cereales
que son estructuralmente similares, o lectinas animales del tipo c (Caz+-dependiente) que contienen dominios
de reconocimiento de carbohidratos homélogos. Sharon, supra. Las lectinas de leguminosas son
sorprendentemente similares en sus estructuras primarias, secundarias y terciarias. Srinivas et al., 2001,
Biochem. Biophy. Acta 1527:102-111. Para todas las lectinas de leguminosas conocidas hasta el momento, la
estructura terciaria esta formada por dos hojas 8 anti-paralelas, un plano de seis fibras "posterior" y una hoja 3
curvada de siete fibras "frontal". Srinivas et al., supra. Estas hojas estan a su vez conectadas para formar un
llamado motivo "rollo de gelatina". A pesar de sus similitudes a nivel estructural primario, secundario y terciario,
las lectinas de leguminosas muestran diferencias considerables en sus asociaciones cuaternarias y modos de
organizaciones de mondmeros en el encaje dimérico/tetramérico. Srinivas et al., supra.

0022 La concanavalina A (Con A) de haba blanca fue la primera lectina de la familia leguminosas, cuya
estructura se conoce. Con A consta de 237 aminoacidos y tiene dos sitios de unién a metales. Becker et al.,
1975, J. Biol. Chem. 250: 1513. Con pH 4.5-5.6, Con A existe como un dimero clave. McKenzie et al., 1972,
Biochim. Biophys. Acta, 263:283. Por encima de pH 7, es predominantemente tetramérica. Wang et al., 1975, J.
Biol. Chem. 250: 1490. Con A reacciona con D-glucosa y D-manosa no reductoras. Smith et al., 1967, Arch.
Biochem. Biophys., 121:88. En tales reacciones, a-metil-D-glucopiranésido puede actuar como un inhibidor
competitivo. Smith et al., supra.

3. RESUMEN DE LA INVENCION

0023 La presente invencién proporciona uno o mas complejos no covalentes, cada complejo comprendiendo
una proteina de choque térmico, una molécula antigénica, y una lectina, en el que dicha proteina de choque
térmico esta glicosilada, y donde la cantidad de lectina presente en dichos complejos respecto a la cantidad de
proteina de choque térmico es mayor que o igual a 50 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de
choque térmico o menor que o igual a 5 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.
Como aqui se usa, el término "Molécula Antigénica" se refiere a una molécula que muestra uno o mas
determinantes antigénicos contra los que se desea una respuesta inmune en un sujeto (por ejemplo, para fines
terapéuticos). Ejemplos no limitantes de Moléculas Antigénicas se dan en la Seccién 5.2.

En una realizacion preferida, la molécula inmunolégicamente y/o biolégicamente activa es un agente
terapéutico. También se proporcionan métodos para fabricar tales composiciones y las composiciones para uso
en la prevencion o tratamiento de una enfermedad (por ejemplo, cancer, una enfermedad infecciosa, anemia,
enfermedad de deficiencia de hormona del crecimiento, enfermedad de deficiencia de enzimas, una afeccion de
inmunosupresion) y para uso en la estimulaciéon de una respuesta inmune en un sujeto necesitado. Sin estar
ligados por ninguna teoria, la invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de los solicitantes de que la
lectina promueve la oligomerizacién de glicoproteinas (incluyendo glucopéptidos y glicopolipéptidos) o un
complejo inmunolégicamente y/o biolégicamente activo que comprende uno o mas glicoproteinas, y que el
complejo oligomerizado muestra mayor actividad biolégica (tanto in vitro como in vivo) que la de las moléculas
no-oligomerizadas.

0024 Se describen aqui uno o mas complejos moleculares no covalentes o una composicion que comprende
uno o mas complejos moleculares no covalentes, en los que cada complejo molecular comprende una lectina
asociada con una glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa, y donde la cantidad de lectina
presente en la composicion respecto a la cantidad de glicoproteina es igual o mayor que 1fg, 100fg, 500fg, 1ug,
100ug, 500ug, 1ng, 2ng, 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de
glicoproteina. En una realizacién especifica, la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la
cantidad de glicoproteina es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 50ng a 250ng, o 100ng a 500ng de
lectina por microgramo de glicoproteina. En otra realizacion, la lectina esta en exceso molar con respecto a la
glicoproteina. En una realizacion, la glicoproteina es una Molécula Antigénica. En una realizacion especifica, se
describe aqui que el complejo molecular comprende una lectina, una glicoproteina que es una Molécula
Antigénica, y otra molécula, tal como una proteina de choque térmico ("HSP"), que puede o no estar glicosilada.
En ofra realizacion, la glicoproteina no es una Molécula Antigénica. En una realizaciéon especifica, la
glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada. En otra realizacion, el complejo molecular
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comprende una lectina, una glicoproteina que no es una Molécula Antigénica, y una Molécula Antigénica (que
puede o no ser una glicoproteina). En una realizacion especifica, la Molécula Antigénica es una proteina (que
incluye péptidos y polipéptidos) que muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un
agente de una enfermedad infecciosa.

0025 La presente invencion proporciona uno o mas complejos moleculares o una composicion que comprende
uno o mas complejos moleculares, cada complejo comprendiendo una proteina de choque térmico, una
Molécula Antigénica, y una lectina, en donde la proteina de choque térmico esta glicosilada, y donde la cantidad
de lectina presente en los complejos respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o superior a
50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de
lectina presente en los complejos respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 50ng a 1000ng, 50ng
a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En
algunas realizaciones, la cantidad presente de lectina en los complejos respecto a la cantidad de proteina de
choque térmico es igual o inferior a 5ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la
cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de proteina de choque térmico esta entre
0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, o 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de proteina de
choque térmico.

0026 Se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable
y uno o mas complejos moleculares, en donde cada complejo molecular comprende una lectina y una
glicoproteina inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa, y en donde dicha glicoproteina forma oligémeros en
dicho complejo en presencia de lectina. En una realizacion, la glicoproteina es una Molécula Antigénica. En una
realizacion especifica, el complejo molecular comprende una lectina, una glicoproteina que es una Molécula
Antigénica, y otra molécula, tal como una proteina de choque térmico ("HSP"), que puede o no estar glicosilada.
En ofra realizacion, la glicoproteina no es una Molécula Antigénica. En una realizaciéon especifica, la
glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada. En otra realizacion, el complejo molecular
comprende una lectina, una glicoproteina que no es una Molécula Antigénica, y una Molécula Antigénica (que
puede o no ser una glicoproteina). En una realizacién preferida, la molécula antigénica es una proteina (que
incluye péptidos y polipéptidos) que muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un
agente de una enfermedad infecciosa. En algunas realizaciones, la glicoproteina es una proteina de choque
térmico, y la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de proteina de choque
térmico es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de
glicoproteina. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de
proteina de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 50ng a 250ng, o 100ng a 500ng
de lectina por microgramo de HSP. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina presente en la composicién
respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o inferior a 5ng por microgramo de HSP.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de HSP esta entre
0.1ng a 5ng, 0.1ng a 4ng, 0.1ng a 3ng, 0.1ng a 2ng, 0.1ng a 1ng, 0.5ng a 5ng, 0.5ng a 3ng, o0 1ng a 4ng de
lectina por microgramo de glicoproteina. En algunas realizaciones, la glicoproteina no es una proteina de
choque térmico, y la cantidad de lectina presente en la composicidn respecto a la cantidad de glicoproteina es
igual o mayor que 1fg, 100fg, 500fg, 1ug, 100ug, 500ug, 1ng, 2ng, 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng,
100ng, o 200ng por microgramo de glicoproteina.

0027 ElI complejo molecular de la invencién comprende una lectina asociada con una proteina de choque
térmico glicosilada complejada con una Molécula Antigénica (por ejemplo, una proteina antigénica (que incluye
péptido y polipéptido antigénico)). Algunas proteinas de choque térmico estan naturalmente glicosiladas,
incluyendo, pero no limitadas a, gp96, GRP170, calreticulina, y BIP (GRP78). Las proteinas de choque térmico
que no estan glicosiladas naturalmente también se pueden convertir en una glicoproteina mediante la adicién
de uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en las secuencias nativas de aminoacidos que
comprende la proteina de choque térmico seguida de la adicién de grupos de hidratos de carbono, o por
ingenieria de HSP para que contenga secuencias de péptidos que se unen a Con A. (ver Scott et al., PNAS
(1992) 89:5398-5402), o uniendo covalentemente HSP a Con A utilizando quimica de acoplamiento conocida en
la materia. Se describe aqui que los complejos moleculares comprenden una lectina asociada con una
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glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa que no es una proteina de choque térmico. En aun
algunas otras realizaciones, los complejos moleculares comprenden una lectina asociada con una glicoproteina
inmunolégicamente y/o bioldgicamente activa complejada con una proteina de choque térmico (que puede o no
estar glicosilada). En algunas realizaciones, el complejo molecular de la invencién es un complejo no covalente.
Se describe que el complejo molecular de la invencién es un complejo covalente.

0028 En una realizacion preferida, la lectina en los complejos moleculares de la invencion es una lectina fijadora
de manosa. En una realizacidon especifica, la lectina en los complejos moleculares de la invencion es
Concanavalina A (Con A). En una realizacion preferida, la proteina de choque térmico en los complejos
moleculares de la invencion es gp96. En una realizacion especifica, los complejos moleculares de la invencion
son purificados.

0029 La presente invencidén también proporciona métodos para preparar los complejos moleculares de la
invencion. En alguna realizacion, se anade lectina después de que una glicoproteina o un complejo de una
glicoproteina con otra molécula (por ejemplo, HSP glicosilada asociada con una Molécula Antigénica) se purifica
para promover la oligomerizacion de la glicoproteina. En alguna realizacién, se afiade lectina durante el proceso
de purificacién de una glicoproteina o un complejo de una glicoproteina con otra molécula (por ejemplo, HSP
glicosilada con una Molécula Antigénica) para promover la oligomerizacién de la glicoproteina. En una
realizacion, la presente invencion proporciona un método de preparacion de uno o mas complejos no
covalentes, en el que cada complejo comprende una proteina de choque térmico, una Molécula Antigénica, y
una lectina, y en donde dichas proteinas de choque térmico son glicosiladas, dicho método comprendiendo las
pasos de; (a) unirde dicha lectina a dicha proteina de choque térmico, y (b) complejar dicha proteina de choque
térmico a la Molécula Antigénica. En otra realizacion, la presente invencién proporciona un método de preparar
uno o mas complejos no covalentes, en el que cada complejo comprende una proteina de choque térmico, una
Molécula Antigénica, y una lectina, y en el que dicha proteina de choque térmico y/o Molécula Antigénica estan
glicosiladas, dicho método comprendiendo unir una lectina a uno o mas complejos, cada complejo
comprendiendo una proteina de choque térmico y una Molécula Antigénica, en donde dicha lectina no esta
unida a una fase solida. En una realizacién especifica, el método comprende aislar el complejo de proteina de
choque térmico y Molécula Antigénica por cromatografia de afinidad basada en lectina antes de unir el complejo
a una lectina. En otra realizacién especifica, el método comprende aislar dicho complejo de proteina de choque
térmico y Molécula Antigénica por método de purificacion de proteinas no basada en lectinas, tales como
cromatografia de afinidad basada en anticuerpos, antes de unir el complejo a una lectina. La invencién
proporciona ademas composiciones hechas por los métodos descritos.

0030 Se describe aqui un método para prevenir o tratar una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedades
infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas,
afecciones de inmunosupresion, etc.) que comprende administrar a un sujeto necesitado del mismo una
cantidad profilacticamente o terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende uno o mas complejos
no covalentes, en donde cada complejo comprende una lectina asociada con una glicoproteina
inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa. En una realizacion, la glicoproteina es una Molécula Antigénica.
En una realizacion especifica, el complejo comprende una lectina, una glicoproteina que es una Molécula
Antigénica, y otra molécula, tal como una proteina de choque térmico ("HSP"), que puede o no estar glicosilada.
En otra realizacion, la glicoproteina no es una Molécula Antigénica. En una realizacion especifica, la
glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada. En otra realizacion, el complejo molecular
comprende una lectina, una glicoproteina que no es una Molécula Antigénica, y una Molécula Antigénica (que
puede o no ser una glicoproteina). En una realizacion especifica, la Molécula Antigénica es una proteina (que
incluye péptidos y polipéptidos) que muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un
agente de una enfermedad infecciosa. La composicion puede comprender ademas un portador
farmacéuticamente aceptable.

0031 Se describe aqui un método para prevenir o tratar una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedades
infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas,
condiciones de inmunosupresion, etc.) que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad
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profilacticamente o terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende uno o mas complejos no
covalentes, en donde cada complejo comprende una lectina, una proteina de choque térmico, y una Molécula
Antigénica, en donde dicha proteina de choque térmico y/o Molécula Antigénica esta/estan glicosiladas, y donde
la cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de HSP es igual o superior a 5ng,
10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de proteina de choque térmico.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de Hsps es 40ng a
1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 50ng a 250ng, o 100ng a 500ng de lectina por microgramo de proteina
de choque térmico. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la
cantidad de Hsp es igual o inferior a 5ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la
cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de proteina de choque térmico esta entre
0.1ng a 5ng, 0.1ng a 4ng 0.1ng a 3ng, 0.1ng a 2ng, 0.1ng a 1ng, 0.5ng a 5ng, 0.5ng a 3ng, 0 1ng a 4ng de
lectina por microgramo de proteina de choque térmico. La composicién puede comprender ademas un portador
farmacéuticamente aceptable. En una realizacidén especifica, la Molécula Antigénica es una proteina que
muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de antigeno de un agente de una enfermedad
infecciosa.

0032 En una realizacion preferida, la glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa del complejo
molecular, por ejemplo una proteina de choque térmico complejada con un péptido que muestra la antigenicidad
de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa, es autéloga
al sujeto; es decir, esta aislada de las células del propio sujeto (por ejemplo, preparada a partir de biopsias de
tumores del paciente cuando se desea tratar el cancer). Alternativamente, el complejo molecular puede ser
alogénico al sujeto al que se administra una composicion del complejo molecular de la invencion.
Alternativamente, el complejo molecular se prepara in vitro, por ejemplo, a partir de células cultivadas que
expresan una forma recombinante de proteinas de choque térmico.

0033 Estan descritos aqui métodos y composiciones para la prevencion y tratamiento de enfermedades
neoplasicas primarias y metastasicas. En adicion a terapia de cancer, las composiciones de la invencion
pueden ser usadas para la prevencion de una variedad de canceres, por ejemplo, en sujetos que estan
predispuestos como resultado de historial familiar o en sujetos con un mayor riesgo al cancer debido a factores
ambientales.

0034 Se describe aqui un método para prevenir o tratar una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedades
infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas,
afecciones de inmunosupresion, etc.) que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad
profilacticamente o terapéuticamente efectiva de una composicion que comprende uno o mas complejos
moleculares de la invencion en combinacién con uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos distintos de los
complejos moleculares de la invencién. Se describe aqui un método para prevenir o tratar una enfermedad (por
ejemplo, cancer, enfermedades infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de
deficiencia de enzimas, afecciones de inmunosupresion, etc.) que comprende administrar a un sujeto
necesitado de ello una cantidad profilacticamente o terapéuticamente efectiva de una composicion que
comprende uno o mas complejos moleculares de la invencién, y uno o mas potenciadores de la respuesta
inmune o modificadores de la respuesta bioldgica, incluyendo pero no limitados a, citoquinas, agonistas o
antagonistas de diversos ligandos, receptores y moléculas de transduccion de sefiales, acidos nucleicos
inmunoestimulantes y adyuvantes. De acuerdo con este aspecto, las composiciones de la invencion se
administran en terapia de combinacidon con una o mas de estos potenciadores de respuesta inmune o
modificadores de respuesta bioldgica. En otra realizacion, las composiciones de la invencién se administran en
combinacion con radioterapia o uno o mas agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer. En otra
realizacion, las composiciones de la invencién se administran en combinacién con agentes anti-viricos, anti-
bacterianos, anti-fungicos, antiparasitarios para el tratamiento o prevencion de una enfermedad infecciosa.

0035 Se describen aqui métodos de suministro de una o mas glicoproteinas o uno o mas complejos que
comprenden glicoproteinas a un sitio deseable o un tipo de célula deseable en un sujeto, dicho método
comprendiendo administrar al sujeto uno o mas complejos moleculares, en donde cada complejo molecular
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comprende dicha glicoproteina y una lectina. En una realizacién especifica, la glicoproteina es una Molécula
Antigénica.

0036 La presente invencion proporciona ademas kits que comprenden una pluralidad de recipientes cada uno
comprendiendo una formulacién o composicidon farmacéutica que comprende una dosis de complejos
moleculares de la invencién suficientes para una sola administracion profilactica o terapéutica. La invencion
también proporciona kits que comprenden un recipiente que comprende una glicoproteina inmunolégicamente
y/o biolégicamente activa o un complejo de la misma, y un recipiente que comprende lectina. En una realizacion
especifica, la presente invencién proporciona un kit que comprende: (a) un primer recipiente que contiene una
composicidon que comprende una poblacion de complejos no covalentes, cada complejo comprendiendo una
proteina de choque térmico y una Molécula Antigénica, en donde la proteina de choque térmico y/o Molécula
Antigénica estan glicosiladas, y (b) un segundo recipiente que contiene lectina purificada. Opcionalmente,
pueden incluirse en los kits instrucciones para la formulacion del complejo oligomerizado de acuerdo con los
métodos de la invencion.

0037 Especificos regimenes terapéuticos y composiciones farmacéuticas son también proporcionados por la
invencion.

4. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

0038 Figura 1. Niveles constantemente elevados de Con A en lotes de complejos gp96-péptido humanos.
Homogeneizados de tejido de cuatro muestras independientes de tumores renales humanos (de A a D) se
prepararon y procesaron por cromatografia de columna de Con A. El eluato Con A se dividi6 y la mitad del
material se apart6. La muestra restante fue intercambiada en tampdn PBS (columna PD-10) y, a continuacién
ambas muestras ademas se purificaron en columnas DEAE separadas produciendo dos productos finales
homogeneizados en concordancia - uno producido sin intercambio de tampén (sin Bx) entre columnas Con A 'y
DEAE y uno producido con un paso de intercambio tampoén (Bx) entre las dos columnas. Un ELISA sensible
para detectar Con A se utilizé6 continuacién para determinar la concentracion de Con A en estas muestras
separadas de complejo gp96-péptido. La gp96 purificada a partir de un homogeneizado comin mediante un
proceso que incluye el paso de intercambio de tampén tenia niveles mas altos de Con A que la muestra gp96
homogenato de concordancia correspondiente producida con la omision del paso de intercambio de tampon.

0039 Figura 2. Con A esta presente en un complejo molecular oligomerizado. Un homogeneizado comun de
tejido fibrosarcoma murino (Meth A) inducido quimicamente se prepard y se procesd por cromatografia en
columna de Con A. El eluato de Con A se dividio y la mitad del material se apartd. La muestra restante se
intercambid en tampon PBS y luego las dos muestras se purificaron en columnas DEAE separadas produciendo
dos productos finales homogeneizado de concordancia - uno producido sin intercambio de tampén (sin Bx) y
uno producido con un paso de intercambio de tampon (Bx) entre las columnas Con A y DEAE. Ambas muestras,
junto con una muestra de Con A libre (5ug, 50ug/mL) se fraccionaron por SEC en una columna Superdex 200
(superior, media, inferior, respectivamente). Las fracciones recogidas se analizaron para gp96 por SDS-PAGE
(fracciones 1 a 8; recuadro) y el contenido de Con A en las fracciones individuales se evalu6 por un ELISA
directo contra Con A (fracciones 1 a 14; de superposicion). Se encontré poco Con A en la preparaciéon de no Bx-
gp96 mientras que la gp96 producida con Bx mostré tener Con A en las fracciones 1 a 5. Con A libre eluyé
mucho mas tarde sugiriendo que la Con A presente en la muestra Bx-gp96 no era libre, sino asociada a una
especie de mayor peso molecular.

0040 Figura 3. Con A media un cambio en la posicién de elucién de gp96. Un homogeneizado comun de tejido
de fibrosarcoma murino inducido por Meth A fue preparado y elaborado mediante un proceso que incluyé Con A
y cromatografia de columna DEAE. La preparacion purificada final de gp96 se dividié en dos. A una mitad del
material, se afiadié Con A exdgena a una concentracion final de 50ug/mL; se afiadié tampon solo a la otra como
un control, ambas muestras se incubaron a 37°C durante 2 horas y después se fraccionaron por SEC
(Superdex 200). Se analizaron fracciones individuales por SDS-PAGE, y por ELISA especifico de gp96- y de
Con A-. Se muestran datos analiticos para el material producido sin el paso de intercambio de tampén en el
panel izquierdo; aquel al que Con A se afiadié a la derecha. En el panel izquierdo el pico de gp96 esta en la
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fraccion 5 y los niveles Con A detectada por ELISA especifico son bajos. En el panel de la derecha (Con A
afiadido) dos picos de gp96 son evidentes como se muestra por SDS-PAGE (recuadro; fracciones de pico 3
(flecha) y 5) y ELISA de gp96 (fracciones 3 y 5) asi como un pico claro de Con A centrado en la fraccion 3. Con
A medié un cambio en la posicion de elucion de gp96.

0041Figura 4. El contenido de Con A se correlaciona con la potencia in vitro para muestras de gp96 humanas.
Las muestras de gp96 de cuatro muestras independientes de tumores renales humanos (A a D) se prepararon
como se describié anteriormente (ver la Fig. 1) generando cuatro pares de muestras que solo difieren en la
inclusion u omision de un paso de intercambio de tampdn entre columnas de Con A y DEAE. Todas las ocho
muestras se analizaron para el contenido de Con A (panel A; ver también Fig. 1) junto con la representacion de
antigeno in vitro utilizando el sistema CD71 (panel B). En cada caso, el material preparado por el proceso que
incluye el paso de intercambio de tampdn (y que contiene niveles elevados de Con A) tuvo una mayor actividad
de representacion in vitro que una muestra generada a partir del homogeneizado de tumor correspondiente y
preparada por un paso en el que la etapa de intercambio de tampdn se omitio.

0042 Figura 5. Con A se correlaciona con la potencia in vitro en el sistema murino CT26. Las muestras de gp96
de dos muestras independientes de tumores CT26 murinos (Preps A y B) se prepararon como se describe
anteriormente para muestras derivadas de tumores humanos (ver Fig. 1) Las cuatro muestras se analizaron
para el contenido de Con A (Panel A) y la representacion de antigeno in vitro utilizando el sistema CT26 (Panel
B). En cada caso, el material preparado por el proceso que incluye el paso de intercambio de tampén (y con
una mayor cantidad de Con A) tenian mayor actividad de representacion in vitro que una muestra generada a
partir del homogenato de tumor emparejado y preparado por un paso en el que el paso de intercambio de
tampon se omitio.

0043 Figura 6. Con A se correlaciona con el modelo de proteccion del tumor Meth A murino tanto en el ensayo
in vitro de representacion Meth A como la potencia in vivo . Dos preparaciones Meth A gp96 separadas se
prepararon a partir de un homogenato comun de tumor (descrito anteriormente en la Figura 1) generando una
muestra emparejada que difiere so6lo en la inclusidon u omisién de un paso de intercambio de tampdn entre
columnas Con A y DEAE. Estas muestras se analizaron por ELISA Con A para contenido de Con A (Panel A),
actividad in vitro en el ensayo de representacion Meth A (Panel B) e in vivo en el ensayo de proteccion del
tumor Meth A en una dosis de 10ug (Panel C). Meth A gp96 preparado por un proceso que incluye un paso de
intercambio de tampon entre columnas Con A y DEAE habia aumentado el contenido de Con A, mayor en la
representacion de antigeno in vitro y mayor en la actividad de protecciéon del tumor in vivo respecto a la
preparada por un proceso en el que el paso de intercambio de tampdn se omitid.

0044 Figura 7. Con A exdégena aumenta la actividad de gp96 en el ensayo de representacion de CD71 in vitro.
El tejido hepatico humano se homogeneizé y se centrifugd produciendo un sobrenadante 11K que se dividid en
3 muestras idénticas y procesé por diferentes métodos. Dos lotes fueron procesados a través de cromatografia
en columna de Con A, el eluato de Con A se dividié y e apartd la mitad del material. La muestra restante se
intercambid a tampon PBS y luego las dos muestras se purificaron en columnas DEAE separadas produciendo
dos productos finales de homogenato mparejado - uno producido sin intercambio de tampdn (NO Bx - muestra
A) y uno producido con un paso de intercambio de tampon (Bx - muestra B) entre las columnas Con A y DEAE.
La gp96 del sobrenadante 11K restante fue purificada utilizando una columna scFv gp96-especifica como se ha
descrito (Arnold-Schild et al., Cancer Research, 2000, 60(15):4175-4178) y el eluato se concentré produciendo
la muestra D. Todas las muestras se analizaron para la concentracién de Con A por un ELISA especifico de
Con A y para la representacion de antigeno in vitro a una concentracion de proteina en el sistema CD71 de
75ug/mL. Para pares de muestras emparejadas, el material producido por el proceso que incluye el paso de
intercambio de tampdn (Muestra # 1; contenido Con A 7.5ng/ug de proteina total) era mas activo in vitro que el
material producido por un proceso en el que el paso de intercambio tampén se omitié (muestra A; contenido
Con A 0.43ng/ug de proteina total). EI material producido por un método de un solo paso que no utilizé un paso
de purificacion en columna de Con A (scFv gp96; 0 ng / pg) tenia baja actividad in vitro similar a la muestra A.
La adicién de Con A exdgena a las muestras A y C a niveles equivalentes a los de la muestra B (7.5ng Con
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A/ug proteina total), aumenté la actividad especifica de representacion de antigeno in vitro a un nivel similar al
presente en la muestra B. Este nivel de Con A no tuvo ningun efecto sobre las células T solas.

0045 Figura 8. La especie oligomérica es sensible a metil a-D-manopiranésido (a-MM). Una muestra de meth A
gp96 fue purificada por el proceso de purificacion estandar que incluye cromatografia de Con A y DEAE (sin
intercambio de tampoén) y la proteina analizada por SEC analitico utilizando una columna Superose 6
(Pharmacia) que mostré que la preparacion de proteina contenia principalmente gp96 dimérica (gp96 T=0). Con
A fue anadida (50ug/mL final) a una alicuota de esta muestra de gp96 (concentracion 500ug/ml), la muestra se
incubd a temperatura ambiente y se tomaron muestras cada hora (T=1 a T=5) y se analizaron por SEC. Una
muestra que comprende Con A sola también se ejecutd. La adicién de Con A medio un cambio en la posicion
de elucién del pico de gp96 dimero que cambid sélo ligeramente tras el primer punto de tiempo. La gp96 sola
no cambié durante este periodo de tiempo (gp96, T=5). Después del punto final de tiempo, se tomaron dos
alicuotas separadas de la muestra final de 5 horas y o bien un volumen igual de PBS o se afiaci6 PBS
conteniendo un 10% a-MM. Cada muestra fue luego re-analizada por SEC. Ningin cambio fue evidente en la
muestra a la que se afiadié PBS (no mostrado). La adicion de a-MM disocié el complejo de alto peso molecular
(gp96 +con A T=5 + a-MM) dando lugar al perfil SEC que se asemeja al de la muestra gp96 original (gp96 T=0
o T=5).

0046 Figura 9. Bajas estequiometrias de Con A:gp96 median un cambio sensible a SEC en la posiciéon de
elucion de gp96. El gp96 de tumor renal humano se purificd por el procedimiento de purificacion estandar que
incluye cromatografia de Con A y DEAE vy la proteina se analiz6 por SEC analitico utilizando una columna
Superose 6 (Pharmacia). Se afiadid Con A en una concentracion final de 0,005 - 50ug/mL a gp96 (180ug/mL),
la muestra se incubd a temperatura ambiente durante una hora y se analizé por SEC. Estequiometrias de ~ 1
Con A : 10 gp96 son capaces de generar un cambio sensible a SEC en la posicién de elucién de gp96.

0047 Figura 10. La adicién de metil-aD-manopiranésido provoca una disminucion dependiente de concentracion
en la actividad de representacién de antigeno in vitro de CT26. Una muestra de gp96 derivada de CT26
(preparada por el proceso Bx) junto con un péptido 9-mero de control positivo (SPSYVYHQF) se incubaron
durante 30 minutos en presencia de 50, 100 o 400 mM a-MM antes de ser diluidos (1 en 5) en un pocillo de
placa de microtitulacién que contiene células RAW264.7 de APC y células T especificas de AH1. Las muestras
se incubaron durante la noche y los sobrenadantes resultantes se analizaron mediante un ELISA especifico de
INF-y. a-MM caus6 una disminucion dependiente de la dosis en la representacién de antigeno CT26 y no tuvo
efecto sobre el reconocimiento de células T del péptido 9-mero de control positivo.

0048 Figura 11. La adiciéon de Con A durante la purificacion del péptido Hsp provoca un aumento valorable en la
actividad de rechazo del tumor de HSPPC-96.

0049 Figura 12. Can A aumenta la actividad de rechazo del tumor de gp96. (A) Con A afadido durante la
purificacion del péptido Hsp. (B) Con A anadido al producto final.

0050 Figura 13. Con A aumenta la actividad de rechazo del tumor de HSPPC-96 que se purificé por columna de
inmunoafinidad.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

0051 La presente invencién proporciona uno o0 mas complejos no covalentes, cada complejo comprendiendo
una proteina de choque térmico, una molécula antigénica, y una lectina, en donde dicha proteina de choque
térmico esta glicosilada, y donde la cantidad de lectina presente en dichos complejos respecto a la cantidad de
proteina de choque térmico es mayor que o igual a 50 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de
choque térmico o menor que o igual a 5 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.

0052 Como sera evidente para un experto en la materia "una" lectina, "una" glicoproteina, o "una" otra molécula
cualquiera, cuando se utiliza en el contexto de un complejo (es decir, como un componente de un complejo), se
refiere a "al menos una" lectina, "al menos una" glicoproteina, o "al menos una" otra molécula cualquiera,
respectivamente, a menos que expresamente se indique lo contrario. También se proporcionan métodos de
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preparar los complejos moleculares, y los complejos moleculares o composiciones que comprenden tales
complejos moleculares para uso en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades (por ejemplo, cancer,
enfermedades infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de
enzimas, afecciones de inmunosupresion, etc.) y para uso en provocar una respuesta inmune en un sujeto
necesitado de ello. La invencion es util en diversas situaciones, incluyendo pero no limitado a, donde es
deseable para modular la potencia biolégica de una molécula inmunoterapéutica y/o biolégicamente activa; para
mejorar el suministro de vacuna en células presentadoras de antigeno por el receptor especifico y/o alternativo
0 sucesos no mediadas por receptor; para mejorar el suministro de una fraccidon inmunoterapéutica y/o
biolégicamente activa a un objetivo de interés; para mejorar las capacidades adyuvantes de una fraccion
inmunoterapéutica; o para capturar fracciones secundarias inmunoterapéuticas/inmunoactivas y suministrarlas a
una célula presentadora de antigeno por absorcidn especifica mediada por receptor.

0053 Como se usa aqui, a menos que se indique lo contrario, los términos "molécula”, "complejo”, "complejo
molecular”, "glicoproteina", "glicopéptido", "proteinas de choque térmico", "proteina de choque térmico
glicosilada", y "lectina" cuando se usan en singular, también abarcan una pluralidad de las moléculas, y puede
referirse a una poblacién de las moléculas mencionadas.

0054 Como se utiliza aqui, a menos que se indique lo contrario, el término "glicoproteina" se refiere a una
molécula que comprende una proteina y uno o mas fracciones de carbohidrato. Una glicoproteina puede ser o
una glicoproteina de origen natural, o formada por un proceso sintético de glicosilacion, es decir, el proceso en
el que un carbohidrato se une a la molécula de proteina. Una glicoproteina puede ser o un glucopéptido o un
glicopolipéptido. Ejemplos no limitantes de glicoproteinas de origen natural que incluyen, pero no se limitan a,
hormonas de crecimiento humano, eritropoyetina (EPQ), anticuerpos, activador del plasmindgeno tisular (tPA),
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias granulocitos-macréfagos
(GM-CSF), y glucocerebrosidasa (Cerezyme™ de Genzyme). En una realizacion preferida, una glicoproteina es
una proteina de choque térmico. En otra realizacion preferida, una glicoproteina es una proteina de choque
térmico inmunoactiva. Como aqui se usa, "proteina de choque termico inmunoactiva" se refiere a proteinas de
choque termico que tienen capacidad para modular, preferiblemente mejorar, una respuesta inmune,
preferiblemente una respuesta inmune dirigida contra una Molécula Antigénica a la que la proteina de choque
térmico esta complejada. Tal como aqui se usa, el término "Molécula Antigénica" se refiere a una molécula que
muestra uno o mas determinantes antigénicos contra los que se desea una respuesta inmune en un sujeto (por
ejemplo, para fines terapéuticos). Ejemplos no limitantes de Moléculas Antigénicas se dan en la Seccién 5.2. En
una realizacion preferida, una glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada incluyendo, pero no
limitado a, gp96, GRP170, Calreticulina, y BIP (GRP78). Preferiblemente, la proteina de choque térmico
glicosilada es gp96. En ciertas realizaciones, una glicoproteina también puede ser una Molécula Antigénica, que
puede ser una glicoproteina de origen natural o una Molécula Antigénica que esta disefiada para ser una
glicoproteina. Ejemplos no limitantes de Moléculas Antigénicas se describen en la Secciéon 5.2. En ciertas
realizaciones, el complejo molecular de la invencion comprende una lectina y una glicoproteina que no esta
desnaturalizada.

0055 Una proteina (que incluye péptido y polipéptido) puede ser genéticamente modificada a una glicoproteina
afiadiendo uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en la secuencia aminoacida nativa y que
expresan de forma recombinante la proteina en una célula huésped que puede glicosilar proteinas. La
glicosilacién de una proteina es normalmente N-ligada u O-ligada. El término "N-ligada" se refiere a la unién de
la fraccidon carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas
asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las
secuencias de reconocimiento para la unidén enzimatica de la fraccion carbohidrato a la cadena lateral de
asparagina. Asi, la presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de
glicosilacién potencial. El término "glicosilacion O-ligada" se refiere a la unién de uno de los azucares tales
como N-acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un acido hidroxilamino, mas comunmente serina o treonina,
aunque también puede usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.
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0056 La adicion de sitios de glicosilacion puede conseguirse por diversos medios. Por ejemplo, la secuencia
aminoacida de una proteina o péptido de interés puede alterarse de modo que contenga una o mas secuencias
del tripéptido anteriormente descrito (para sitios de glicosilacion N-ligados). La alteracién también puede
hacerse mediante la adicion de, o la sustitucion por, uno o mas residuos de serina o treonina a la secuencia
nativa (para los sitios de glicosilacion O-ligados). La secuencia de aminoacidos opcionalmente puede ser
alterada por cambios en el nivel del ADN, en particular mediante la mutacién del ADN que codifica una proteina
de interés en bases pre-seleccionadas de tal manera que se generan codones que se traduciran en los
aminoacidos deseados. La mutacién(es) del ADN puede hacerse, por ejemplo, utilizando los métodos descritos
en la Patente EE.UU. No. 5,364,934.

0057 Otro medio de aumentar el nimero de fracciones carbohidrato en una proteina (incluyendo péptido y
polipéptido) es por acoplamiento quimico o enzimatico de glicésidos a la proteina. Dependiendo del modo de
acoplamiento utilizado, el azucar(es) puede estar unido a (a) arginina e histidina, (b) grupos carboxilo libres, (c)
grupos sulfhidrilo libres tales como los de cisteina, (d) grupos hidroxilo libres, tales como los de serina, treonina,
o hidroxiprolina, (e) residuos aromaticos tales como los de fenilalanina, tirosina, triptéfano, o (f) el grupo amida
de la glutamina. Cualquier método conocido en la técnica, tal como los métodos descritos en la Publicacion
Internacional No. WO 87/05330, y en Aplin y Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981), se puede
utilizar. Una vez que uno o mas hidratos de carbono se anaden a una proteina, la lectina puede formar un
complejo con la proteina uniéndose a las unidades de carbohidratos.

0058 En algunas realizaciones de la invencién, la glicoproteina muestra la antigenicidad de un antigeno de un
tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa. En algunas otras realizaciones de
la invencidn, la glicoproteina no muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno
de un agente de una enfermedad infecciosa. En algunas realizaciones, la glicoproteina es una proteina de
choque térmico, y la proteina que acompana la proteina de choque térmico (in vivo) o complejada con muestra
la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad
infecciosa.

0059 Como aqui se usa, el término "antigenicidad" se refiere a la capacidad de una molécula para unir
moléculas de anticuerpo o de MHC. Como aqui se usa, "un tipo de cancer" se refiere al tipo de células del tejido
de origen, por ejemplo, de mama, pulmén, ovario. En una realizacién, la Molécula Antigénica muestra la
antigenicidad de un antigeno de un agente infeccioso. En otra realizacion, la Molécula Antigénica muestra la
antigenicidad de un antigeno sobreexpresado en una célula de cancer con respecto a su expresion en una
célula no cancerosa de dicho tipo de células. En otra realizaciéon, la Molécula Antigénica es un antigeno
especifico del tumor o un antigeno asociado al tumor. En otra realizacion, el complejo molecular se purifica. En
otra realizacién, el complejo molecular purificado comprende lectina asociada con una proteina de choque
térmico y una Molécula Antigénica de un agente infeccioso o un antigeno sobreexpresado en una célula de
cancer con respecto a su expresion en una célula no cancerosa de dicho tipo de células.

0060 Muchas lectinas son conocidas en la materia. El término "lectina" se refiere a un grupo de proteinas que
comparten la propiedad de unirse a grupos carbohidrato especificos. Una lectina puede ser purificada a partir
de una fuente natural, tal como de plantas, animales, hongos, algas y bacterias, o puede ser sintetizada
quimicamente. En ciertas realizaciones, las lectinas se reticulan entre si por cualquier método conocido en la
materia para formar un dimero u oligdbmero para uso en la presente invencidon. En una realizacién preferida, la
molécula de lectina es una lectina de unién a manosa, que puede ser, pero no se limita a, las que figuran en la
Tabla 1. Las lectinas estan disponibles en el mercado de muchos proveedores comerciales, tales como Sigma
(ver el sitio web de Sigma
sigmaaldrich.com/Brands/Sigma/Enzyme_Explorer_Home/Lectin_for_life_Science_html). En una realizacion
preferida, la lectina es Concanavalina A (Con A).
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Tabla 1. Ejemplos de Lectinas

Sigma Mol. p. Sub- Especificidad Especif. Actividad

Producto | LECTINA (kDa): unidades g;%gc;meo: Azlcar: mitogénica

Ne.:

L 5640 Agaricus 58.5 - - B-gal(1->3)
bisporus galNac

L 4141 Anguilla 40 2 H a-L-Fuc
anguilla

L 0881 Arachis 120 4 T B-gal(1->3)
hypogaea galNac

L 7759 conjugado

L 6135 conjugado

L 7381 conjugado

L 3766 conjugado

L 6646 conjugado

L 3515 Artocarpus 42 4 T a-gsl->OMe (+)
integrifolia

L 4650 conjugado

L 5147 conjugado

Bandeiraea Simplicifolia

L 2380 BS-I 114 4 A B a-gal,

a-galNAc

L 3759 conjugado

L 9381 conjugado

L 5264 conjugado

L 1509 BS-I-A4 114 4 A a-galNAc

L 0890 conjugado

L 3019 BS-I-B4 114 4 B a-gal

L 5391 conjugado

L 2140 conjugado

L 2895 conjugado
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L6013 Bauhinia 195 4 - B-gal(1->3) | (+)
purpurea galNAc

L 9637 Caragena 60;120 (c) | 2;4 - galNAc
arborescen
]

Bandeiraea Simplicifolia

L 3141 Cicer 44 2 - fetiun
arietinum

L 2638 Codium 60 4 - galNAc
fragile

L 7275 Concanaval | 120 4 - a-man, a-glc | (+)
ina A

L 6397 conjugado

C 2272 conjugado

C 7642 conjugado

C 6904 conjugado

C 9017 conjugado

L 5021 conjugado

L 3642 conjugado

C 7898 conjugado

L 3885 Succinil- 51 2 - a-man, a-glc | (+) (d)
Concanaval
ina A

L 9385 conjugado

L 2766 Datura 86 2a&B)a | - (glcNAc)2
stramonium

L 2785 Dolichos 140 4 A1 a-galNAc
biflorus

L 1287 conjugado

L 6533 conjugado

L 9142 conjugado

L 9658 conjugado

L 9894 conjugado

L 2142 Erythrina 60 2 - B-gal(1->4) (+)
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corallodend glcNAc
ron

L 5390 Erythrina 56.8 2(a&B)a | - B-gal(1->4)
cristagalli glcNAc

L 7400 Euonymus | 166 4(a&B)a | B,H a-gal(1->3) (+)
europaeus gal

L 8725 Galanthus 52 4 (h) Non-reduc.
nivalis D-man

L 8775 conjugado

L 1395 Glycine 110 4 - galNAc (+) (b)
max

L 2650 conjugado

L 4511 conjugado

L 1105 conjugado

L 6635 Helix 79 - A galNAc
aspersa

L 8764 conjugado

L 3382 Helix 79 6 A galNAc
promotia

L 6387 conjugado

Bandeiraea Simplicifolia

L 6512 conjugado

L 1034 conjugado

L 1261 conjugado

L 9267 Lens 49 2 - a-man (+)
culinaris

L 4143 conjugado

L 9262 conjugado

L 0511 conugado

L 2263 Limulus 400 18 - NeuNAc
polyphemu
]

L 2886 Lycopersic | 71 - - (glcNAc)3 (+) (e)
on
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esculentum
L 0651 conjugado
L 0401 conjugado
L 8025 Maackia 130 2(a&B) (0] acido sialico | (+)
amurensis
L 6141 Maclura 40-43 2(a&B)a | - a-gal,
pomifera
a -galNAc
L 4401 conjugado
L 2013 conjugado
L 5650 Narcissus 26 2 (h) a -D-man
pseudonar-
cissus
L 3138 Phaseolus | 112 4 - -
coccineus
L 4389 conjugado
Phaseolus Vulgaris
L 8629 PHA-E 128 4 - oligosacarido | (+)
L 6139 conjugado
L 2769 PHA-L 126 4 - oligosacarido | (+)
L 8754 PHA-P
L 2646 PHA-M
L 9379 Phytolacca | 32f - - (glcNAc)3 (+)
americana
L 2882 conjugado
L 5380 Pisum 49 4(a&B)a | - a -man (+)
sativum
L 0770 conjugado
L 9895 Pseudomo | 13-13.7 - - gal
nas
aeruginosa
(PA-1)
L 2138 Psophocar | 35 1 - -galNAc, gal
pus galNAc, gal
tetragonolo
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bus
Phaseolus Vulgaris
L 3109 conjugado
L 3014 conjugado
L 3264 conjugado
Ricinus Communis
L 7886 Agglutinin, 120 4 B-gal
RCA120
L 2390 conjugado
L 2758 conjugado
L 9514 Ricina,
cadena A
L 4022 Ricina,
cadena A,
desglicosila
L 9639 Ricina,
cadena B
L 6890 Sambucus
nigra
L 4266 Solanum
tuberosum
L 9254 Tetragonol | 120(A),58 | 4;2;4 a -L-fuc
o-bus (B),
purpureas 117(C)
L 5759 conjugado
L 3134 conjugado
L 5644 conjugado
L 9640 Triticum 36 2 (glcNACc)2, (+)
vulgaris NeuNAc
L 3892 conjugado
L 0390 conjugado
L 5142 conjugado
L 4895 conjugado
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L 9884 conjugado

L 1894 conjugado

L 1882 conjugado

Ulex Europaeus

L 5505 UEA 68 - H a -L-fuc

L 8146 conjugado

L 8262 conjugado

L 9006 conjugado

L 4889 conjugado

L 6263 Vicia faba 50 4(a&B)a | - man, glc (+)

L 4011 Vicia villosa | 139 4a A+T, galNAc

Ulex Europaeus

L 9388 conjugado

L 7513 Isolectina 143 4 Tn galNAc
B4

L 7888 conjugado

L 2662 Viscum 115¢g 4(a&B)a | - B-gal
album
Wisteria 68 2 - galNAc
floribunda

L 1516 conjugado

L 2016 Reducido 34 1 - galNAc

L 1766 conjugado

0061 Se divulgan aqui complejos que comprenden una lectina y una glicoproteina (que puede o no ser una
Molécula Antigénica), y complejos moleculares que comprenden una lectina, una glicoproteina, y también una
molécula (por ejemplo, una Molécula Antigénica) que no es una glicoproteina. Cada complejo molecular de la
invencion puede comprender una o mas moléculas de una glicoproteina, una o mas moléculas de una lectina, y
una o mas Moléculas Antigénicas si estan presentes en el complejo. Preferiblemente, el complejo comprende
mas de una molécula de glicoproteina que forma oligdmeros en presencia de lectina. Cuando los complejos
moleculares comprenden mas de una glicoproteina, las glicoproteinas no necesitan ser homogéneas, es decir,
algunas de las glicoproteinas de la poblacidon son Moléculas Antigénicas, y algunas de las glicoproteinas no son
Moléculas Antigénicas. La estequiometria de los componentes de un complejo molecular de la invencién puede
ser representada por las proporciones (g): (1): (a) donde (g), (1), y (a) pueden ser cualquier nimero entero y (g)
es el numero de moléculas de glicoproteina (que puede o no ser una Molécula Antigénica) en el complejo, (I) es
el nimero de moléculas de lectina en el complejo, y (a) es el numero de otras moléculas (por ejemplo,
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Moléculas Antigénicas que no sean glicoproteinas) en el complejo. En los complejos donde no hay otras
moléculas (por ejemplo, no hay Moléculas Antigénicas que no sean glicoproteinas), a = 0. Por ejemplo, un
complejo molecular puede comprender una glicoproteina (que puede o no ser una Molécula Antigénica) y una
lectina. En otro ejemplo, un complejo molecular puede comprender una lectina, dos proteinas de choque
térmico, y dos Moléculas Antigénicas. Hay muchas combinaciones mas que estan comprendidas por la presente
invencion. En una realizacion preferida, | es mayor que g, es decir, el nUmero de lectinas presentes en un
complejo molecular es mas que el numero de glicoproteinas que estan presentes en el complejo molecular. En
algunas realizaciones, la relacion molar entre glicoproteina y lectina es 3:1, 2:1, o 1:1. En una realizacién
preferida, la lectina es Con A en forma de un tetramero, y para cada molécula de Con A tetramero, hay tres,
dos, o una glicoproteina(s) unida.

0062 Por consiguiente, en una realizacion, la invencién proporciona una poblacién homogénea de complejos en
los que las relaciones estequiométricas de (g) : (I) : (a) para todos los complejos son idénticas o
aproximadamente la misma. En otra realizacion, la invencion proporciona una poblaciéon de complejos en la que
los complejos muestran mas de una relacién de (g) : (I) : (a) o las proporciones no son conocidas para todos los
complejos en la poblacién, es decir, la estequiometria de los componentes de un complejo molecular de la
invencion puede variar entre los complejos moleculares en una poblacion. En realizaciones de la invencién en
las que las relaciones estequiométricas de un complejo o una poblacion de complejos no han sido
determinadas, las relaciones de masa de cada componente se pueden utilizar en la mayoria de los casos para
caracterizar el complejo o la poblacién de complejos. Por ejemplo, una poblacién de complejos se puede
caracterizar y distinguirse asi de otras poblaciones por las cantidades relativas de lectinas y glicoproteinas
(incluyendo las proteinas de choque térmico). Ejemplos de tales complejos y métodos para la determinacion de
las relaciones de masa se proporcionan en la Seccion 5.4 mas adelante. En algunas realizaciones, se prefiere
un complejo que comprende una proteina de choque térmico, una lectina y una Molécula Antigénica, donde la
cantidad de lectina respecto a la proteina de choque térmico es mayor que o igual a 50ng, 75ng, 100ng, o
200ng por microgramo de proteina de choque térmico,. En otras realizaciones, se prefiere un complejo que
comprende una proteina de choque térmico, una lectina y una Molécula Antigénica, donde la cantidad de lectina
respecto a la proteina de choque térmico es menor que o igual a 5ng, 4ng, 3ng, 2ng, o 1ng,.

0063 En una realizacién preferida, un complejo molecular comprende una lectina, una proteina de choque
térmico glicosilada, y una proteina que muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un
antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa. EI complejo molecular comprende una lectina y una
glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa, en donde dicha glicoproteina inmunolégicamente
y/o biolégicamente activa puede ser, pero no se limita a, hormonas de crecimiento humanas, eritropoyetina
(EPO), anticuerpos terapéuticos, activador tisular del plasmindgeno (tPA), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), y factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), y Cerezyme™
(Genzyme). En otra realizacion preferida, el complejo molecular comprende una lectina y una glicoproteina
inmunoldégicamente y/o biolégicamente activa, en donde dicha glicoproteina inmunolégicamente y/o
biolégicamente activa es una Molécula Antigénica.

0064 Se divulgan aqui uno o mas complejos moleculares, cada complejo comprendiendo una lectina y una
glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa, en el que la lectina forma oligdmeros con la
glicoproteina, y donde la cantidad de lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de glicoproteina es
igual o mayor que 1fg, 100fg, 500fg, 1ug, 100ug, 500ug, 1ng, 2ng, 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng,
100ng, o 200ng por microgramo de glicoproteina. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el
complejo respecto a la cantidad de glicoproteina es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a
250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de glicoproteina. En algunas realizaciones, la cantidad de
lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de glicoproteina es igual o inferior a 5ng por microgramo
de glicoproteina. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de
glicoproteina es entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, o 0.1ng a 1 ng de lectina por
microgramo de glicoproteina. EI complejo molecular puede comprender ademas una o mas de otras moléculas,
preferentemente proteinas (que incluye péptidos y polipéptidos), que muestran la antigenicidad de un antigeno
de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa. En algunas realizaciones, la
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glicoproteina es una proteina de choque térmico. En algunas realizaciones, la glicoproteina no es una proteina
de choque térmico. En algunas realizaciones, la glicoproteina es una Molécula Antigénica. En algunas
realizaciones, la glicoproteina no es una Molécula Antigénica.

0065 La presente invencion proporciona uno o mas complejos moleculares, cada complejo comprendiendo una
proteina de choque térmico, una Molécula Antigénica, y una lectina, donde la cantidad de lectina presente en el
complejo respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o superior a 50ng, 75ng, 100ng o 200ng
por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el complejo
respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o
150ng a 200ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas realizaciones, la cantidad
de lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o inferior a 5ng
por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el complejo
respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a
2ng, o0 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.

0066 Se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende uno o mas complejos moleculares y un
portador farmacéuticamente aceptable, en donde cada complejo molecular es un complejo no covalente que
comprende una lectina y una glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa. En algunas
realizaciones, la glicoproteina es una proteina de choque térmico, y la cantidad de lectina presente en el
complejo respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng,
40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o de 200ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la
cantidad de lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 40ng a
1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de proteina
de choque térmico. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina presente en el complejo respecto a la
cantidad de proteina de choque térmico es igual o inferior a 5ng por microgramo de proteina de choque térmico.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el complejo respecto a la cantidad de proteina de choque
térmico es de entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, o 0.1ng a 1ng de lectina por
microgramo de proteina de choque térmico. El complejo molecular puede comprender ademas uno o mas
moléculas, preferiblemente proteinas que muestran antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un
antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa.

0067 Se describe aqui una poblacion purificada de complejos moleculares en la que cada complejo comprende
una glicoproteina inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa y una lectina. En algunas realizaciones, la
glicoproteina es una proteina de choque térmico, y la cantidad de lectina presente en la poblacién respecto a la
cantidad de proteina de choque térmico es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng,
o de 200ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en
la poblacién respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a
500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas
realizaciones, la cantidad de lectina presente en la poblacion respecto a la cantidad de proteina de choque
térmico es igual o inferior a 5ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de
lectina presente en la poblacion respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es de entre 0.1ng a 5ng,
0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, o0 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.
El complejo molecular puede comprender ademas una o mas moléculas, por ejemplo, proteinas (que incluyen
péptidos y polipéptidos), que muestran antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de
un agente de una enfermedad infecciosa. En una realizacion, los complejos moleculares de la poblacion
comprenden la misma Molécula Antigénica. En otra realizacion, los complejos moleculares de la poblacién
comprenden una Molécula Antigénica diferente. También se proporciona por la invencion una poblacién
purificada de complejos moleculares que comprenden lectina asociada con un complejo purificado de una célula
recombinante en la que cada complejo comprende una glicoproteina asociada a una proteina que muestra
antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad
infecciosa.
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0068 La presente invencién también proporciona métodos para preparar una composicion, que es
preferiblemente inmunogénica contra una enfermedad (por ejemplo, contra un tipo de cancer o un agente de
enfermedad infecciosa), que comprende un paso de afadir moléculas de lectina para promover la
oligomerizacion de un complejo molecular, en el que dicho complejo molecular es preparado por un método
descrito en la seccién 5.1-5.4 de la solicitud o un método conocido en la materia. En una realizacion, el
complejo molecular oligomerizado comprende una lectina y una glicoproteina inmunolégicamente y/o
biolégicamente activa (que puede o no ser una Molécula Antigénica). En otra realizacion, el complejo molecular
oligomerizado comprende una lectina, una glicoproteina, y una Molécula Antigénica, en donde dicha Molécula
Antigénica muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una
enfermedad infecciosa. En otra realizacion, el complejo molecular oligomerizado comprende una lectina, una
proteina de choque térmico, y una glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa. En otra
realizacion, el complejo molecular comprende una lectina, una proteina de choque térmico glicosilada, y una
Molécula Antigénica, y en donde dicha Molécula Antigénica muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo
de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa. La invenciéon proporciona ademas
composiciones formuladas por los métodos descritos.

0069 En una realizacién, los pasos de preparacion de la glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente
activa o un complejo que comprende una glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa asociado
con uno o mas de otras moléculas que no son lectinas no implican el uso de lectinas, tales como lectinas
ligadas a una fase sélida, normalmente usadas en cromatografia en columna. Se afade lectina a la preparacion
de la glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa o a la preparacion del complejo para promover
la oligomerizacion de las glicoproteinas. En otra realizacion, la adicion de lectina es uno de los pasos o parte de
un paso en la preparacion de la glicoproteina inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa (o glicoproteina
asociada con una o mas de otras moléculas que no son lectina), donde la cantidad de lectina afadida es
suficiente para promover la oligomerizaciéon de la preparacion, y para producir un producto o productos finales.
En algunas realizaciones, el complejo molecular comprende una proteina de choque térmico y una lectina, y la
lectina se afiade de modo que la cantidad de lectina presente en el producto final(es) respecto a la cantidad de
proteina de choque térmico es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por
microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el producto
final(es) respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a
500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas
realizaciones, la cantidad de lectina afadida es suficiente para promover la oligomerizacion de la preparacion y
para producir un producto o productos finales donde la cantidad de lectina presente en el producto final(es)
respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o menor de 5ng por microgramo de proteina de
choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el producto final(es) respecto a la cantidad
de proteina de choque térmico es de entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, 0 0.1ng a 1ng
de lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En una realizacion preferida, la lectina es Con A.

0070 En una realizacién preferida, dicha glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada (HSP),
incluyendo tanto proteinas de choque térmico glicosiladas de origen natural (por ejemplo, gp96, GRP170,
Calreticulin, BIP (GRP78), o una combinacién de los mismos) y las proteinas de choque térmico que no estan
naturalmente glicosiladas se convierten a una glicoproteina afiadiendo uno o mas sitios de glicosilacién que no
estan presentes en las secuencias nativas que codifican la proteina de choque térmico seguido por la adicion
de grupos carbohidrato. EI complejo inmunolégicamente y/o biolégicamente activo puede comprender ademas
una molécula que muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente
de una enfermedad infecciosa. En las realizaciones en las que las Moléculas Antigénicas son proteinas
complejadas a Hsps in vivo, los complejos se pueden aislar de células (ver Seccion 5.1). Alternativamente, un
complejo antigeno-Hsp puede ser producido in vitro de preparaciones purificadas de Hsps y Moléculas
Antigénicas (ver Seccion 5.3). En esta realizacién, se pueden obtener antigenos de cancer o agentes
infecciosos por purificacion de fuentes naturales, por sintesis quimica, o de forma recombinante. Las lectinas
pueden formar oligémeros con complejos Hsp-antigeno producido tanto in vivo como in vitro por procedimientos
in vitro como los descritos en la Seccion 5.1 a 5.4. En una realizacion preferida, dicha lectina es una molécula

23



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395126 T3

de lectina ligada a manosa. Mas preferiblemente, la molécula de lectina ligada a manosa es Concanavalina A
(Con A).

0071 Las composiciones y métodos de la presente invencion se pueden utilizar en varias situaciones. Por
ejemplo, la composicién de la invencion puede usarse para mejorar la inmunogenicidad de un complejo
molecular y/o para provocar una respuesta inmune en un sujeto en el que el tratamiento o prevencién de una
enfermedad (por ejemplo, cancer, una enfermedad infecciosa, anemia, enfermedad de deficiencia de hormona
del crecimiento, enfermedad de deficiencia de la enzima, o una condiciéon de inmunosupresion). Tal como aqui
se usa, el término "sujeto" se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un
humano, que tiene la enfermedad o es propenso a tener la enfermedad.

0072 De acuerdo con la invencion, la administracién de complejos oligomerizados inmunolégicamente y/o
biolégicamente activos a un sujeto resulta en la provocacioén, estimulacion, modulacién (incluyendo la mejora y
la regulacion a la baja), y/o manteniendo una respuesta inmune y/o actividad bioldgica en el sujeto, en particular
contra proteinas antigénicas especificas para una fuente de antigeno de interés. EI complejo oligomerizado se
puede administrar como una sola dosis o dosis multiples. La dosis profilactica o terapéutica puede variar para
diferentes sujetos y diferentes aplicaciones terapéuticas o profilacticas.

0073 En una realizacion, la invencién proporciona un método de inducir una respuesta inmune por una cantidad
sub-inmunogénica de una composicién de vacuna, en el que la oligomerizacién facilita la induccién de una
respuesta inmune por una cantidad de composicion de vacuna que es de otra forma insuficiente para inducir la
respuesta inmune cuando se utiliza sin oligomerizacion.

0074 La presente invencion también puede utilizarse para aumentar la actividad bioldgica de una fraccién
inmunoterapéutica y/o biolégicamente activa mediante la adicién de lectina para formar un oligémero. Como
aqui se usa, el término "fraccién inmunoterapéutica" se refiere a una molécula que es parte de un complejo
inmunoterapéutico. Como aqui se usa, el término "oligdmero" se refiere a un complejo de dos o mas unidades
(por ejemplo, un complejo que comprende una molécula de lectina y una molécula de HSP, o un complejo que
comprende una molécula de lectina, y dos moléculas HSP, etc.) En una realizacion, un oligomero de la
invencion es un dimero que comprende fracciones inmunoterapéuticas y/o biolégicamente activas y lectina. En
otra realizacion, las fracciones inmunoterapéuticas y/o biolégicamente activas forma especies de orden
superior, es decir, un oligdmero con mas de dos subunidades. De acuerdo con la invencion, la oligomerizacién
de una fraccién inmunoterapéutica y/o biolégicamente activa aumenta sus actividades biolégicas. En una
realizacion preferida, el oligdmero de la invencién comprende una molécula de lectina y gp96.

0075 La presente invencidon también puede utilizarse para aumentar la absorcién de vacuna en células
presentadoras de antigeno (APCs) por sucesos mediados por receptores. Aunque no limitado por ninguna
teoria, una de las posibles explicaciones de la absorcion aumentada de vacuna en APCs por sucesos mediadas
por receptores es que mas subunidades de un oligdbmero en el complejo inmunolégicamente y/o biolégicamente
activo aumenta las interacciones con los receptores en las células presentadoras de antigenos en comparacion
con el complejo no oligomerizado donde so6lo una subunidad interactia con el receptor. En una realizacion
especifica, el receptor es CD91.

0076 La presente invencidon también puede utilizarse para aumentar la absorcién de vacuna en células
presentadoras de antigenos por sucesos no mediados por receptores. Algunos complejos inmunolégicamente
y/o biolégicamente activos que comprenden glicoproteinas no funcionan por sucesos mediados por receptores.
Por otra parte, aun cuando un complejo inmunolégicamente y/o biolégicamente activo ejerce algunas de sus
funciones a través de sucesos mediados por receptores, todavia puede ejercer la misma o algunas otras
funciones a través de sucesos no mediados por receptores. Por ejemplo, péptidos antigénicos asociados a
proteina de choque térmico pueden ser absorbidos por células presentadoras de antigenos por sucesos no
mediados por receptor que incluyen, pero no se limitan a, pinocitosis, fagocitosis, e interacciones no especificas
con componentes de superficie celular y posterior insercion y/o translocacion de complejos HSP-péptido por la
membrana celular. De acuerdo con la invencién, la oligomerizacién aumentara tal absorcion. La oligomerizacién
de fracciones biolégicamente activas también aumenta su suministro a un sitio diana.
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0077 En una realizacion especifica, la presente invencion proporciona un método de entregar una molécula
antigénica a un sistema inmunitario de un sujeto que comprende administrar un complejo molecular que
comprende una lectina y dicha Molécula Antigénica, en donde la Molécula Antigénica es o una glicoproteina de
origen natural o una proteina que ha sido modificada para ser una glicoproteina.

0078 La presente invencion puede usarse ademas para mejorar las capacidades adyuvantes de una fraccién
inmunoterapéutica. Como aqui se usa, el término "capacidades adyuvantes" se refiere a la capacidad de una
sustancia no antigénica que, en combinacién con un antigeno, mejora la respuesta inmune por, por ejemplo,
inducir una respuesta inflamatoria, que conduce a una afluencia local de células inmunoactivas, tales como
células que forman anticuerpos vy linfocitos T. Fracciones inmunoterapéuticas con capacidades adyuvantes se
utilizan terapéuticamente en la preparacion de vacunas, ya que aumentan la produccién de anticuerpos contra
pequefias cantidades de antigeno y alargan el periodo de produccién de anticuerpos y/o el nivel de respuesta
inmune celular (por ejemplo, linfocitos T). Aunque no ligados por ninguna teoria, la oligomerizacién de las
fracciones inmunoterapéuticas y/o biolégicamente activas aumentaran sus capacidades adyuvantes. Como aqui
se usa, la fraccién inmunoterapéutica y/o biolégicamente activa se refiere a una glicoproteina (incluyendo
glicoproteina que ocurre naturalmente y glicoproteinas sintetizadas quimicamente). En una realizacion
preferida, la glicoproteina es una proteina de choque térmico glicosilada incluyendo, pero no limitada a, gp96,
GRP 170, Calreticulin, BIP (GRP78) o combinaciones de las mismas.

0079 La presente invencion también puede utilizarse para mejorar el suministro de una fraccidn
inmunoterapéutica y/o bioldgicamente activa. No limitado por ninguna teoria, la oligomerizacién de una fraccion
inmunoterapéutica y/o biolégicamente activa puede permitir al complejo aprovechar vias alternativas y mas
eficaces a sitios diana (por ejemplo, érganos tales como rifién, pulmén, higado, corazén; tejidos, o células, tales
como células presentadoras de antigenos, glébulos rojos ("RBC"), macrofagos, linfocitos, o células que estan
implicadas en una via particular de transduccién de sefnales).

0080 Se describe aqui un método de captura de fracciones inmunoterapéuticas secundarias y de suministro de
dicha fraccion a una célula presentadora de antigeno por absorcion mediada por receptor en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto una composiciéon de un complejo molecular, en la que dicho complejo
molecular comprende una primera glicoproteina oligomerizada con una segunda glicoproteina en presencia de
moléculas de lectina, la cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de glicoproteina
es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de
glicoproteina. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composiciéon respecto a la cantidad de
glicoproteina es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por
microgramo de glicoproteina. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina presente en la composicion
respecto a la cantidad de glicoproteina es igual o inferior a 5ng por microgramo de glicoproteina.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicidon respecto a la cantidad de glicoproteina es
entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5 ng a 2ng, o 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de
glicoproteina. ElI complejo molecular puede comprender ademas una o mas moléculas, preferiblemente
péptidos, que muestran antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de
una enfermedad infecciosa. En una realizacidon, la segunda glicoproteina es diferente de la primera
glicoproteina. En otra realizacion, la primera glicoproteina puede ser absorbida por una célula presentadora de
antigeno, y la segunda glicoproteina normalmente no sera capaz de ser absorbida por una célula presentadora
de antigeno u otras células diana como se ha descrito anteriormente, y la oligomerizacion de la primera
glicoproteina a la segunda glicoproteina permite que la segunda glicoproteina pueda ser absorbida por una
célula presentadora de antigeno.

0081 En una realizacion especifica, la primera glicoproteina es un elemento de proteina de choque térmico
glicosilada, y la segunda glicoproteina se selecciona del mismo grupo, pero es un elemento diferente. En otra
realizacion, la primera glicoproteina es un elemento de proteina de choque térmico glicosilada, y la segunda
glicoproteina no es una proteina de choque térmico. En otra realizacion, la primera glicoproteina no es una
proteina de choque térmico y la segunda glicoproteina es una proteina de choque térmico. En otra realizacion,
ni la primera ni la segunda glicoproteina es una proteina de choque térmico. En una realizacion preferida, la
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primera glicoproteina se asocia ademas con una Molécula Antigénica que muestra la antigenicidad de un
antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa. En otra realizacién
preferida, la segunda glicoproteina se asocia ademas con una Molécula Antigénica que muestra antigenicidad
de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa.

0082 Se describe aqui un método para tratar o prevenir una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedad
infecciosa, anemia, afecciones inmunosupresoras, deficiencias enzimaticas o deficiencias hormonales) que
comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de
una composicién de la invencion. En una realizacién, la composicion comprende un complejo no covalente
purificado que comprende una proteina de choque térmico, una Molécula Antigénica, y una molécula de lectina,
en donde la proteina de choque térmico y/o la Molécula Antigénica estan glicosiladas, en donde la Molécula
Antigénica muestra antigenicidad de un antigeno de dicho tipo de cancer o de un antigeno de un agente de
dicha enfermedad infecciosa, y donde la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad
de proteina de choque térmico es igual o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng
por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la
composicion respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a
500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas
realizaciones, la cantidad de lectina presente en la composicion respecto a la cantidad de proteina de choque
térmico es igual o inferior a 5ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de
lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es entre 0.1ng a 5ng,
0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, 0 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.

0083 En otra realizacion, la composicidon es una composicion farmacéutica que comprende un complejo
molecular y un portador farmacéuticamente aceptable, en donde el complejo molecular comprende una proteina
de choque térmico, una Molécula Antigénica, y una molécula de lectina, en donde la proteina de choque térmico
y/o la Molécula Antigénica estan glicosiladas, en donde la Molécula Antigénica muestra antigenicidad de un
antigeno de dicho tipo de cancer o de un antigeno de un agente de dicha enfermedad infecciosa, y donde la
cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual a
o superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, 200ng o por microgramo de proteina de choque
térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicién respecto a la cantidad de proteina
de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de
lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina presente
en la composicion respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es igual o inferior a 5ng por
microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en la composicion
respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es de entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng
a 2ng, o0 0.1ng a 1ng lectina por microgramo de proteina de choque térmico.

0084 Se describe aqui un método para tratar o prevenir una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedad
infecciosa, anemia, afecciones inmunosupresoras, deficiencias enzimaticas o deficiencias hormonales) que
comprende administrar a un sujeto necesitado de ello (a) uno o mas complejos moleculares de una
glicoproteina (por ejemplo, una Hsp glicosilada), una lectina, y una primera Molécula Antigénica, en donde la
primera Molécula Antigénica muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de
un agente de una enfermedad infecciosa, y en donde la Molécula Antigénica puede o no estar glicosilada, y
donde la cantidad de lectina presente en los complejos respecto a la cantidad de glicoproteina es igual o
superior a 5ng, 10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de glicoproteina.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en los complejos respecto a la cantidad de glicoproteina es
40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de lectina por microgramo de
glicoproteina. En algunas realizaciones, la cantidad presente de lectina en los complejos respecto a la cantidad
de glicoproteina es igual o inferior a 5ng por microgramo de glicoproteina. Preferiblemente, la cantidad de
lectina presente en los complejos respecto a la cantidad de glicoproteina es entre 0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng,
0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, o 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de glicoproteina, y (b) antes,
simultaneamente, o después de la administracion del complejo molecular, administrar al sujeto una composicién
que comprende células presentadoras de antigeno sensibilizadas in vitro con una cantidad sensibilizante de un
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segundo complejo molecular de la glicoproteina asociada con una molécula de lectina y una segunda Molécula
Antigénica, en donde dicha segunda Molécula Antigénica muestra la antigenicidad de un segundo antigeno de
dicho tipo de cancer o de un segundo antigeno de un agente de dicha enfermedad infecciosa. La APC puede
ser seleccionada de entre las células presentadoras de antigenos conocidas en la materia, incluyendo pero no
limitadas a macréfagos, células dendriticas, linfocitos B, y una combinacion de los mismos, y son
preferiblemente macrofagos. En una realizacién, el primer complejo molecular es el mismo que el segundo
complejo molecular utilizado para sensibilizar las APCs. En otra realizacién, el primer complejo molecular es
diferente del segundo complejo molecular utilizado para sensibilizar las APCs. En una realizacién especifica
donde las APCs y las composiciones de la invencién se administran al mismo tiempo, las APCs y la
composicidon de la invencion pueden estar presentes en la misma composicion (que comprende APCs vy los
complejos moleculares) o en una composicion diferente. La inmunoterapia adoptiva (que utiliza APCs
sensibilizadas) de acuerdo con la invencidon permite la activacion de las células inmunes presentadoras de
antigeno mediante incubaciéon con complejos molécula oligomerizados. Preferiblemente, antes de usar las
células in vivo, se hace la medicion de reactividad contra el agente infeccioso o tumoral in vitro. Este refuerzo in
vitro seguido por seleccidon y/o expansiéon clonal, y administracion al paciente constituye una estrategia
terapéutica/profilactica util. En una realizacion preferida, la glicoproteina es una proteina de choque térmico
glicosilada.

0085 En una realizacion preferida, la fraccion inmunolégicamente y/o biolégicamente activa del complejo
molecular, por ejemplo una proteina de choque térmico complejada con una proteina que muestra antigenicidad
de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa, es autéloga
para el sujeto, es decir, que esta aislada de las células del propio sujeto (por ejemplo, preparada a partir de
biopsias de tumores del paciente cuando se desea el tratamiento del cancer). Alternativamente, el complejo
molecular puede ser alogénico para el sujeto al que se administra una composicion del complejo molecular de
la invencién. El complejo molecular se puede preparar in vitro, por ejemplo, a partir de células cultivadas que de
forma recombinante expresan una proteina de choque térmico. La proteina de choque térmico puede ser una
proteina de choque térmico naturalmente glicosilada (por ejemplo, gp96, GRP170, Calreticulin, BIP (GRP78), o
una combinacidon de los mismos), una proteina de choque térmico no naturalmente glicosilada que es
convertida en una glicoproteina, o una combinacion de las mismas.

0086 Antigenos exdgenos y fragmentos y derivados de los mismos para uso en complejar con glicoproteinas
para generar los complejos especificos pueden ser seleccionados de entre los conocidos en la técnica, asi
como aquellos identificados facilmente por inmunoensayos convencionales conocidos en la materia por la
capacidad de unir moléculas anticuerpo o MHC (antigenicidad) o generar respuesta inmune (inmunogenicidad).
Los ejemplos no limitantes de antigenos exégenos incluyen, pero no se limitan a, antigenos especificos de
cancer, antigenos asociados con cancer, antigenos expresados por una linea celular o un sujeto que esta
infectado con un patégeno o transfectado con un gen que codifica un antigeno especifico del tumor, un
antigeno asociado al tumor, o un antigeno de un agente de un patdgeno. Pueden aislarse complejos
especificos de glicoproteinas y Moléculas Antigénicas del tejido canceroso o precanceroso de un paciente, o de
una linea celular de cancer, o pueden producirse in vitro (como es necesario en la realizacion en la que se
utiliza un antigeno exégeno como la Molécula Antigénica).

0087 La presente invencion proporciona kits que comprenden una pluralidad de recipientes cada uno
comprendiendo una formulacion o composicidon farmacéutica que comprende una dosis de complejos
moleculares de la invencién suficiente para una administracién inmunogénica Unica. La invencidon también
proporciona kits que comprenden un recipiente que comprende una glicoproteina inmunoactiva o un complejo
de la misma, y un recipiente que comprende lectina. Opcionalmente, pueden incluirse en los kits instrucciones
para formular los complejos oligomerizados de acuerdo con los métodos de la invencion.

0088 En una realizacion especifica, la presente invencion se refiere a composiciones para uso en la prevencién
y tratamiento de enfermedades neoplasicas primarias y metastasicas.

0089 Los regimenes terapéuticos y composiciones farmacéuticas de la invencién pueden utilizarse con otro
tratamiento terapéutico o profilactico, tal como otros potenciadores de respuesta inmune o modificadores de
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respuesta bioldgica incluyendo, pero no limitado a, citoquinas, agonistas o antagonistas de diversos ligandos,
receptores y moléculas de transduccion de sefales, 4cidos nucleicos inmunoestimulantes, y adyuvantes. De
acuerdo con este aspecto de la invencién, las composiciones de la invencidon se administran en terapia de
combinacion con uno o mas de estos potenciadores de respuesta inmune o modificadores de respuesta
biologica. En otra realizacion, las composiciones de la invencion se administran con radioterapia o uno o mas
agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer.

0090 Ademas de terapia de cancer, las composiciones de la invencion pueden usarse para la prevencion de
una variedad de canceres, por ejemplo, en sujetos que estan predispuestos como resultado de historia familiar
0 en sujetos con un mayor riesgo de cancer debido a factores ambientales.

0091 Regimenes terapéuticos especificos, composiciones farmacéuticas y kits son proporcionados por la
invencion.

5.1. Preparaciones de Proteinas de Chogue Térmico

0092 EI complejo molecular de la invencién comprende una lectina asociada con una proteina de choque
térmico glicosilada complejada con una Molécula Antigénica (por ejemplo, una o mas proteinas (incluyendo
péptidos y polipéptidos) que muestran antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un antigeno de
un agente de una enfermedad infecciosa). La proteina de choque térmico o los complejos de Molécula
Antigénica-Hsp se pueden preparar por separado, y la lectina afiadirse como un paso adicional para promover
la oligomerizacion de las Hsps o complejos de Molécula Antigénica-Hsp.

0093 Las proteinas de choque térmico (HSPs) se refieren aqui indistintamente como proteinas de estrés y
pueden ser seleccionadas de entre cualquier proteina celular que satisface los siguientes criterios: es una
proteina cuya concentracion intracelular aumenta cuando una célula se expone a un estimulo estresante, es
capaz de ligar otras proteinas, es capaz de liberar las proteinas ligadas en presencia de trifosfato de adenosina
(ATP) o pH bajo (por ejemplo, pH de 1, 2, 3, 4, 5 0 6), y es una proteina que muestra por lo menos 35% de
homologia con cualquier proteina celular que tenga cualquiera de las propiedades anteriores. Ejemplos no
limitantes de proteinas de choque térmico se describen en Srivastava, Nature Reviews (Inmunologia) 2:185-194
(2002). En algunas realizaciones, s6lo se utilizan proteinas de choque térmico naturalmente glicosiladas, que
incluyen pero no se limitan a, gp96, calreticulina, GRP 170, BIP (GRP78) o complejos no covalentes o
covalentes de las mismas. En algunas realizaciones de la invencion, una proteina de choque térmico se
convierte en una proteina de choque térmico glicosilada por adicién de uno o mas sitios de glicosilacién que no
estan presentes en las secuencias nativas de la proteina de choque térmico seguida por la adicion de hidratos
de carbono.

0094 De acuerdo con los métodos aqui descritos , cada complejo especifico Hsp-antigénico (complejo proteina-
Hsp) empleado en una composicion de la invencion se purifica preferiblemente en el intervalo de 60 a 100 por
ciento del total de mg de proteina, o por lo menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o 90% del total de mg
de proteina. En otra realizacién, cada complejo de Molécula Antigénica-Hsp especifica es purificado hasta
homogeneidad aparente, como se ensayé mediante electroforesis en gel de sodio dodecil sulfato-poliacrilamida.

0095 En una realizacion preferida, complejos no covalentes de Hsps (por ejemplo, hsp70, hsp90 y gp96) con
proteinas son purificados y preparados postoperatoriamente de células tumorales obtenidas a partir del
paciente con cancer para uso en forma de complejos especificos en las composiciones de la invencion.

0096 De acuerdo con los métodos aqui descritos, las proteinas inmunogénicas o antigénicas (incluyendo
péptidos y polipéptidos) que estan complejadas de forma enddgena a antigenos Hsps o0 MHC se pueden utilizar
como Moléculas Antigénicas especificas. Por ejemplo, pueden ser preparadas proteinas tales que estimulen
respuestas de células T citotdxicas contra diferentes antigenos tumorales (por ejemplo, tirosinasa, gp100,
Melan-A, gp75, mucinas, etc.) y proteinas viricos incluyendo, pero no limitado a, proteinas del virus de
inmunodeficiencia tipo | (HIV-1), virus de inmunodeficiencia humana tipo Il (VIH-II), hepatitis tipo A, hepatitis tipo
B, hepatitis tipo C, influenza, varicela, adenovirus, herpes simple tipo | (HSV-l), herpes simple tipo Il (VHS-II),
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peste bovina, rinovirus, ecovirus, rotavirus, virus respiratorio sincitial, virus del papiloma, papovavirusla,
citomegalovirus, equinovirus, arbovirus, huntavirus, virus Coxsackie, virus de la parotiditis, virus del sarampién,
virus de la rubéola y virus de la polio. En la realizaciéon en la que las Moléculas Antigénicas son proteinas
complejadas a Hsps in vivo, los complejos se pueden aislar de células. Alternativamente, los complejos pueden
ser producidos in vitro a partir de preparaciones purificadas de cada uno de Hsps y Moléculas Antigénicas. En
algunas realizaciones, las Moléculas Antigénicas son antigenos exdgenos y fragmentos y derivados de los
mismos.

0097 En las realizaciones en las que se desea utilizar moléculas antigénicas por complejacién a Hsps in vitro,
se pueden purificar Hsps para tal uso de los complejos de proteina-Hsp endégena en presencia de ATP o de pH
bajo (pH 1, 2, 3, 4, 5, o 6). Hsps también pueden sintetizarse quimicamente o producirse de forma
recombinante. Los protocolos descritos aqui pueden ser utilizados para aislar complejos especificos proteina-
Hsp o las HSPs solas, de cualquier célula eucariota, por ejemplo, tejidos, células aisladas, o lineas celulares
eucariotas inmortalizadas infectadas con un patégeno intracelular pre-seleccionado, células tumorales o lineas
celulares tumorales.

5.1.1 Preparacion y Purificacion de Complejos Hsp70 o proteina-Hsp70

0098 La purificacion de complejos de proteina-Hsp70 se ha descrito anteriormente, ver, por ejemplo, Udono et
al., 1993, J. Exp. Med. 178:1391-1396. Un procedimiento que puede utilizarse, presentado a modo de ejemplo
pero no de limitacion, se describe a continuacion.

0099 Inicialmente, se suspenden células tumorales en 3 volumenes de tampédn Lisis 1X que consiste en 30 mM
bicarbonato sédico pH 7,5, 1 mM PMSF. A continuacion, el pellet se somete a sonicacion, en hielo, hasta que >
99% de las células estan lisadas como se determina por examen microscopico. Como una alternativa a la
sonicacion, las células pueden ser lisadas por cizallamiento mecanico homogeneizando las células en un
homogeneizador Dounce hasta que > 95% de las células estan lisadas.

0100 A continuacion, el lisado se centrifuga a 1.000g durante 10 minutos para eliminar las células intactas,
nucleos y otros residuos celulares. El sobrenadante resultante se recentrifuga a 100.000g durante 90 minutos,
se cosecha el sobrenadante y luego se mezcla con Con A Sepharose equilibrada con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) que contiene 2mM Ca2+ y 2mM Mg2+.Cuando las células se lisan por
cizallamiento mecanico el sobrenadante es diluido con un volumen igual de tampén de lisis 2X antes de mezclar
con Con A Sepharosa. El sobrenadante se deja unir a la Con A Sepharose durante 2-3 horas a 4°C. El material
que no se puede enlazar es cosechado y se dializa durante 36 horas (tres veces, 100 volumenes cada vez)
contra 10 mM Tris-acetato pH.7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM de NaCl, 1 mM PMSF. A continuacion, el dializado es
centrifugado a 17.000 rpm (Sorval1 SS34) durante 20 minutos. A continuacion, el sobrenadante resultante es
cosechado y aplicado a una columna de FPLC Mono Q equilibrada en 20 mM Tris-acetato, pH 7,5, 20 mM de
NaCl, 0,1 mM EDTA y 15 mM 2-mercaptoetanol. La columna es luego desarrollada con un gradiente de NaCl de
20 mM a 500 mM y después las fracciones eluidas son fraccionadas por electroforesis en gel dodecil sulfato de
sodio -poliacrilamida (SDS-PAGE) y se caracteriza por inmunotransferencia utilizando un anticuerpo anti-HSP70
apropiado (tal como del clon N27F3-4, de StressGen).

0101 Las fracciones fuertemente inmunorreactivas con el anticuerpo anti-HSP70 se agrupan y los complejos de
HSP70-proteina se precipitan con sulfato de amonio; especificamente con un 50%-70% de corte de sulfato de
amonio. El precipitado resultante es luego cosechado por centrifugaciéon a 17.000 rpm (rotor SS34 Sorvall) y
lavado con sulfato de amonio 70%.El precipitado lavado es luego solubilizado y cualquier sulfato de amonio
residual se elimina por filtracién en gel en una columna SephadexR G25 (Pharmacia). Si es necesaria la
preparacion HSP70 asi obtenida puede ser repurificada a través de la columna FPLC Mono Q como se ha
descrito anteriormente.

0102 El complejo Hsp70-proteina puede ser purificado a la homogeneidad aparente usando este método.
Normalmente 1 mg de complejo Hsp70-proteina puede ser purificada a partir de 1 g de células/tejidos.
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0103 Un método mejorado para purificaciéon de HSP70 comprende poner en contacto proteinas celulares con
ATP o un analogo no hidrolizable de ATP fijado a un sustrato sélido, de modo que la HSP70 en el lisado se
puede unir a la ATP o a la ATP analdgica no hidrolizable, y eluir el HSP70 ligado. Un método preferido utiliza
cromatografia en columna con ATP fijada a un sustrato sélido (por ejemplo, ATP-agarosa). Las preparaciones
HSP70 resultantes son mas altas en la pureza y estan desprovistas de proteinas contaminantes. Los
rendimientos de HSP70 también se incrementan significativamente en alrededor de mas de 10 veces.

0104 Alternativamente, se puede utilizar cromatografia con analogos no hidrolizables de ADP, en lugar de ATP,
para la purificacion de HSP70-proteina. Ver Peng et al., Revista de Métodos Inmunolégicos 204:13-21 (1997). A
modo de ejemplo pero no de limitacion, la purificacién de HSP70 libre de proteinas por cromatografia de ATP-
agarosa puede llevarse a cabo como sigue: Células de sarcoma Meth A (500 millones de células) se
homogeneizan en tampdn hipoténico y el lisado se centrifuga a 100.000 g durante 90 minutos a 4°C. El
sobrenadante se aplica a una columna de ATP-agarosa. La columna se lava con tampoén y se eluye con 5
volumenes de columna de 3 mM de ATP. Las HSP70 se eluyen en fracciones 2 a 10 del total de 15 fracciones
que se eluyen. Las fracciones eluidas se analizan por SDS-PAGE. La HSP70 puede ser purificada hasta
homogeneidad aparente usando este procedimiento.

0105 Alternativamente, puede purificarse Hsp70 o Hsp70-proteina mediante métodos de purificacion de
inmunoafinidad conocidos en la materia. Por ejemplo, se puede utilizar columna scFv especifica de Hsp70 .
(Véase Arnold-Schild et al., Cancer Research, 2000, 60 (15):4175-4178. Aunque Arnold-Schild describe una
columna scFv gp96-especifica, una columna scFv especifica de Hsp70 puede ser producida por el método
equivalente). A modo de ejemplo pero no de limitacion, la purificacion utilizando columna scFv especifica de
Hsp70 puede llevarse a cabo como sigue: scFv anti-Hsp70 se acoplan a Sepharose CNBr-activada. Las
muestras que contienen Hsp70 o complejo Hsp70-proteina se aplican a la columna scFv anti-Hsp70. Después
de lavado abundante con PBS, Hsp70 o Hsp70-proteina puede eluirse con PBS, 1.3 M NaCl, o 10 mM fosfato
de sodio (pH 7,2).

0106 La separacién de la proteina de un complejo proteina-Hsp70 puede realizarse en presencia de ATP o de
bajo pH. Estos dos métodos pueden ser utilizados para eluir la proteina de un complejo de proteina Hsp70. El
primer enfoque implica incubar una preparacion de complejo Hsp70-proteina en presencia de ATP. El otro
enfoque implica incubar una preparaciéon de complejo Hsp70-proteina en un tampoén de pH bajo (por ejemplo,
pH es 1, 2, 3, 4, 5 0 6). Estos métodos y cualesquiera otros conocidos en la técnica se pueden aplicar para
separar la HSP y proteina de un complejo Hsp-proteina.

5.1.2 Preparacion y Purificacion de Hsp90 o Complejos proteina-Hsp90

0107 Un procedimiento que se puede utilizar, presentado a modo de ejemplo y sin limitacién, es como sigue:

0108 Inicialmente, células humanas o de mamifero se suspenden en 3 volimenes de tampodn de lisis 1X
compuesto de tampodn fosfato soédico 5 mM (pH 7), 150 mM NaCl, 2 mM de CaCl2, 2 mM MgCI2 y 1 mM fenil
metil sulfonil fluoruro (PMSF). A continuacion, el granulado es sonicado, en hielo, hasta que >99% de células
estan lisadas como se determina por examen microscopico. Como una alternativa a la sonicacion, las células
pueden ser lisadas por cizallamiento mecanico y en este enfoque las células normalmente se resuspenden en
bicarbonato de sodio 30 mM (pH 7,5), 1 mM PMSF, se incuban en hielo durante 20 minutos y luego se
homogeneizan en un homogeneizador Dounce hasta> 95% células son lisadas.

0109 A continuacion, el lisado se centrifuga a 1.000g durante 10 minutos para eliminar células intactas, nucleos
y otros residuos celulares. El sobrenadante resultante se recentrifuga a 100.000g durante 90 minutos, el
sobrenadante se cosecha y luego se mezcla con Con A Sepharosa™ equilibrado con PBS que contiene 2 mM
ca” y2mM Mg”.Cuando las células son lisadas por cizallamiento mecanico el sobrenadante es diluido con un
volumen igual de tampon de lisis 2X antes de mezclar con Con A Sepharosa™. El sobrenadante se deja unir a
la Con A Sepharosa™ durante 2-3 horas a 4°C. El material que no se puede enlazar se cosecha y se dializa
durante 36 horas (tres veces, 100 volumenes cada vez) contra Fosfato Sédico 20 mM (pH 7,4), 1 mM EDTA,
250 mM NaCl, 1 mM PMSF. A continuacion, el dializado se centrifuga a 17.000 rpm (rotor Sorvall SS34) durante
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20 minutos. A continuacion, el sobrenadante resultante se cosecha y se aplica a una columna cromatografica
de intercambio i6nico Mono Q FPLC™ (Pharmacia) equilibrada con tampén de dialisis. Las proteinas se eluyen
luego con un gradiente salino de 200 mM a 600 mM de NaCl.

0110 Las fracciones eluidas son fraccionadas por SDS-PAGE vy las fracciones que contienen los complejos
proteinas-hsp90 identificadas por inmunotransferencia utilizando un anticuerpo anti-hsp90 tales como 3G3
(Affinity Bioreagents). Los complejos proteina-Hsp90 pueden ser purificados hasta homogeneidad aparente
usando este procedimiento. Tipicamente, 150-200 ug de complejo proteina-hsp90 se pueden purificar a partir
de 1g de células/tejidos.

0111 Alternativamente, Hsp90 o Hsp90-proteina puede purificarse mediante cualquier método de purificacion
de inmunoafinidad conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar columna scFv Hsp90 especifica. (Ver
Arnold-Schild, incorporado aqui en su totalidad. Aunque Arnold-Schild describe una columna de scFv especifica
de gp96, una columna scFv especifica-Hsp90 puede ser producido por el método equivalente). A modo de
ejemplo pero no de limitacién, la purificaciéon utilizando columna scFv especifica de Hsp90 puede llevarse a
cabo como sigue: scFv anti-Hsp90 estan acoplados a Sepharose CNBr-activada. Las muestras que contienen
Hsp90 o complejo Hsp90-proteina se aplican a la columna scFv anti-Hsp70. Después de lavado abundante con
PBS, Hsp90 o Hsp90-proteina puede ser eluida con PBS, 1,3 M NaCl, o fosfato de sodio 10mM (pH 7,2).

0112 La separacion de la proteina de un complejo hsp90-proteina puede realizarse en presencia de ATP o bajo
pH. Estos dos métodos pueden ser utilizados para eluir la proteina de un complejo hsp90-proteina. EIl primer
enfoque implica la incubacion de una preparacion de complejo hsp90-proteina en presencia de ATP. El otro
enfoque implica la incubaciéon de una preparacién de complejo hsp90-proteina en un tampoén de pH bajo (por
ejemplo, el pH es 1, 2, 3, 4, 5 o 6). Estos métodos y cualesquiera otros conocidos en la técnica pueden
aplicarse para separar la HSP y proteina de un complejo Hsp-proteina.

5.1.3 Preparacion y Purificacion de Gp96 o Complejos proteina-Gp96

0113 Un procedimiento que puede ser utilizado, presentado a modo de ejemplo y no de limitaciéon, es como
sigue:

0114 Un pellet de células humanas o de mamifero se resuspende en 3 volumenes de tampén consistente en 30
mM tampén de bicarbonato de sodio (pH 7,5) y PMSF 1mM vy las células se dejan hinchar en hielo 20 minutos.
El pellet celular se homogeneiza en un homogeneizador Dounce (la adecuada habilitacién del homogeneizador
variara de acuerdo con cada tipo de célula) en hielo hasta que > 95% de células son lisadas.

0115 El lisado se centrifuga a 1.000 g durante 10 minutos para eliminar células intactas, nucleos y otros
desechos. El sobrenadante de esta centrifugacion se recentrifuga a continuacién a 100.000 g durante 90
minutos. El complejo gp96-proteina puede purificarse ya sea desde el pellet 100.000 o del sobrenadante.

0116 Cuando se purifica del sobrenadante, el sobrenadante se diluye con un volumen igual de tampon de lisis
2X y el sobrenadante se mezcla durante 2-3 horas a 4°C con Con A Sepharosa™ equilibrado con PBS que
contiene 2 mM Ca*" y 2 mM Mg®*.Luego, la suspension se empaqueta en una columna y se lava con tampdn de
lisis 1X hasta que el OD,gq cae al valor basal. Luego, la columna se lava con un volumen de lecho de 1/3 de
columna de 10% a-metil mandsido (a-MM) disuelto en PBS que contiene 2 mM ca® y 2 mM Mgz+, la columna
es sellada con un trozo de parafilm, e incubada a 37°C durante 15 minutos. Luego la columna se enfria a
temperatura ambiente y el parafilm es retirado de la parte inferior de la columna. Cinco volimenes de columna
del tampon a-MM se aplican a la columna y el eluato se analiza por SDS-PAGE. Tipicamente, el material
resultante es un 60-95% puro, sin embargo, esto depende del tipo de célula y la relacion de tampon tejidol/lisis
utilizado. Luego la muestra se aplica a una columna cromatografica de intercambio iénico Mono Q FPLC™
(Pharmacia) equilibrada con un tampén que contiene fosfato de sodio 5mM (pH 7). Las proteinas se eluyen de
la columna con un gradiente de 0-1M NaCl y la fraccién gp96 eluye entre 400mM y 550mm NaCl.

0117 EIl procedimiento, sin embargo, puede ser modificado por dos pasos adicionales, utilizados solos o en
combinacion, para producir consistentemente complejos gp96-proteina aparentemente homogéneos. Un paso
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opcional implica una precipitacién con sulfato de amonio antes del paso de purificacion de Con A y el otro paso
opcional implica la purificacion DEAE-Sepharosa™ después del paso de purificaciéon de Con A y en lugar del
paso Mono Q FPLC™.

0118 En el primer paso opcional, que se describe a modo de ejemplo como sigue: el sobrenadante resultante
del paso de centrifugacion 100.000 g es llevado a una concentracion final de sulfato de amonio 50% mediante
la adicion de sulfato de amonio. El sulfato amonico se afiade lentamente mientras se agita suavemente la
solucidon en un vaso de precipitados colocado en una bandeja de agua helada. La solucién se agita desde
aproximadamente 1/2 a 12 horas a 4°C y la solucién resultante se centrifuga a 6.000 rpm (rotor Sorvall SS34).
El sobrenadante resultante de este paso es extraido, llevado al 70% de saturacion de sulfato de amonio por
adicion de solucion de sulfato de amonio, y centrifugado a 6.000 rpm (rotor Sorvall SS34). El pellet resultante de
esta etapa es cosechado y suspendido en PBS que contiene 70% de sulfato de amonio con el fin de enjuagar el
pellet. Esta mezcla es centrifugada a 6.000 rpm (rotor Sorvall SS34) y el pellet disuelto en PBS que contenia 2
mM Ca2 + y Mg2 +. El material no disuelto es separado por una breve centrifugaciéon a 15.000 rpm (rotor Sorvall
SS34). Luego, la solucién es mezclada con Con A Sepharosa™ y el procedimiento seguido como antes.

0119 En el segundo paso opcional, descrito a modo de ejemplo como sigue: las fracciones que contienen gp96
eluidas de la columna de Con A se agrupan y el tampon se intercambia por tampon 5 mM fosfato sédico (pH 7),
300mM de NaCl por dialisis, o preferiblemente por intercambio de tampdn en una columna de Sephadex G25.
Después del intercambio de tampédn, la solucién es mezclada con DEAE-Sepharosa™ previamente equilibrada
con tampén fosfato de sodio 5mM (pH 7), 300mM de NaCl. La soluciéon de proteina y las perlas se mezcla
suavemente durante 1 hora y se vierte en una columna. Luego, la columna es lavada con tampodn fosfato de
sodio 5 mM (pH 7), 300mM NacCl, hasta que la absorbancia a 280nm cae al valor basal. Luego, la proteina
unida es eluida de la columna con cinco volumenes de tampon 5mM fosfato sédico (pH 7), 700mm de NaCl. Las
fracciones que contienen proteina son reunidas y diluidas con tampén fosfato de sodio 5 mM (pH 7) con el fin
de disminuir la concentracidon de sal a 175mM. El material resultante se aplica luego opcionalmente a la
columna cromatografica de intercambio i6bnico Mono Q FPLC™ (Pharmacia) equilibrada con tampén fosfato de
sodio 5mM (pH 7) y la proteina que se une a la columna cromatografica de intercambio i6bnico Mono Q FPLC™
(Pharmacia) son entonces eluidos de la columna con un gradiente de 0-1M NaCl. La fraccién gp96 se eluye
entre 400mm y 550mm de NaCl.

0120 Se apreciara, sin embargo, que un experto en la materia puede evaluar, por experimentacion de rutina, el
beneficio de incorporar el segundo paso opcional en el protocolo de purificacion. Ademas, se aprecia también
que el beneficio de la adicion de cada uno de los pasos opcionales dependera de la fuente del material de
partida.

0121 Cuando la fraccion gp96 esta aislada del pellet 100.000g, el pellet es suspendido en 5 voliumenes de PBS
gue contiene sea desoxicolato sédico al 1% o glucopirandsido octilo al 1% (pero sin Mg2+ y Ca2+) e incubado en
hielo durante 1 hora. La suspension es centrifugada a 20.000g durante 30 minutos y el sobrenadante resultante
se dializa contra varios cambios de PBS (también sin Mg®* y Ca®) para eliminar el detergente. El dializado es
centrifugado a 100.000 g durante 90 minutos, el sobrenadante cosechado, y se afiade calcio y magnesio al
sobrenadante para dar concentraciones finales de 2mM, respectivamente. Luego la muestra se purifica sea por
el método modificado o el no modificado para aislar el complejo gp96-proteina del sobrenadante 100.000g, ver
arriba.

0122 Los complejos gp96-proteinas pueden ser purificados hasta homogeneidad aparente usando este
procedimiento. Acerca de 10-20ug de gp96 pueden ser aislados de 1g de células/tejido.

0123 Alternativamente, gp96 o gp96-proteina pueden purificarse mediante cualquier método de purificacion de
inmunoafinidad conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar columna scFv especifica de Hsp96. (Ver
Arnold-Schild, Cancer Research, 2000, 60 (15):4175-4178).

0124 La separacion de la proteina de un complejo gp96-proteina puede realizarse en presencia de ATP o pH
bajo (por ejemplo, un pH de 1, 2, 3, 4, 5 0 6). Estos dos métodos pueden ser utilizados para eluir la proteina de
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un complejo gp96-proteina. El primer enfoque implica la incubaciéon de una preparacién gp96-proteina en
presencia de ATP.

5.1.4 Preparacion y Purificacion de Complejos Hsp 110-proteina

0125 Un procedimiento, descrito por Wang et al., 2001, J. Immunol. 16G(1):490-7, que puede ser utilizado,
presentado a modo de ejemplo y sin limitacién, es como sigue:

0126 Un pellet (40-60 ml) de célula o tejido, por ejemplo, tejido de células tumorales, se homogeneiza en 5
volumenes de tampon hipoténico (30 mN bicarbonato de sodio, pH 7,2, e inhibidores de proteasa) por
homogeneizacion Dounce. El lisado se centrifuga a 4.500 x g, y luego 100.000 x g durante 2 horas. Si las
células o tejidos son de origen hepatico, el sobrenadante resultante se aplica primero a una columna de
Sepharose azul (Pharmacia)) para eliminar la albumina. De lo contrario, el sobrenadante resultante se aplica a
una columna Con A-Sepharose (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) equilibrada previamente con tampén de
unioén (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 100mM de NaCl; 1mM MgClI2, 1 mM de CaCl2, 1 mM MnCI2; y 15 mM de 2-ME).
Las proteinas unidas se eluyen con tampdén de unién que contiene 15% [1-D-o-metilmanosido (Sigma, St. Louis,
MO).

0127 El material no unido Con A-Sepharosa se dializa contra una primera solucién de 20 mM Tris-HCI, pH 7,5;
100 mM de NaCl, y 15 mM de 2-ME, y luego se aplica a una columna de DEAE-Sepharosa y se eluyd por
gradiente de sal de 100 a 500 mM de NaCl. Las fracciones que contienen hsp110 son recogidas, dializadas, y
cargadas en una columna Mono Q (Pharmacia) 10/10 equilibrada con 20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 200 mM de
NaCl, y 15 mM de 2-ME. Las proteinas unidas se eluyen con un gradiente de NaCl 200-500 mM. Las fracciones
se analizan por SDS-PAGE seguido por inmunotransferencia con un Ab para Hsp110, como se ha descrito por
Wang et al., 1999, J. Immunol. 162:3378. Las fracciones acumuladas que contienen Hsp110 se concentran por
Centriplus (Amicon, Beverly, MA) y se aplican a una columna de Superose 12 (Pharmacia). Las proteinas se
eluyen por 40 mM Tris-HCI, pH 8,0; NaCl 150 mM y 15 mM de 2-ME con un caudal de 0,2 ml/min.

0128 Alternativamente, Hsp110 o Hsp110 proteina pueden purificarse mediante cualquier método de
purificacion de inmunoafinidad conocido en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar columna scFv Hsp 110-
especifica. (Ver Arnold-Schild et al., Cancer Research, 2000, 60(15):4175-4178, Aunque Arnold-Schild describe
una columna scFv gp96-especifica, una columna scFv Hsp110-especifica puede ser producido por el método
equivalente). A modo de ejemplo pero sin limitacion, la purificacion utilizando columna scFv Hsp110-especifica
puede llevarse a cabo como sigue: scFv anti-Hsp110 se acoplan a Sepharose CNBr-activada. Las muestras
que contienen Hsp110 o complejo Hsp110-proteina se aplican a la columna scFv anti-Hsp110. Después de
lavado abundante con PBS, Hsp110 o Hsp110 proteina pueden ser eluidos con PBS, 1.3 M NaCl, o fosfato de
sodio 10mM (pH 7,2).

5.1.5 Preparacion y Purificacion de Complejos Grp 170-proteina

0129 Un procedimiento, descrito por Wang et al., 2001, J. Immunol. 166(1):490-7, que puede ser utilizado,
presentado a modo de ejemplo y sin limitacién, es como sigue:

0130 Un pellet (40-60 ml) de célula o tejido, por ejemplo, tejido de células tumorales, se homogeneiza en 5
volumenes de tampon hipoténico (30 mN bicarbonato de sodio, pH 7.2, e inhibidores de proteasa) por
homogeneizaciéon Dounce. El lisado se centrifuga a 4,500 x g, y luego a 100,000 x g durante 2 horas. Si las
células o tejidos son de origen hepatico, el sobrenadante resultante se aplica primero a una columna de
Sepharose azul (Pharmacia) para eliminar la albumina. De lo contrario, el sobrenadante resultante se aplica a
una columna Con A-Sepharose (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) equilibrada previamente con tampén de
union (20mM Tris-HCI, pH 7,5; 100mM de NaCl; 1mM MgClI2, 1 mM de CaCl2, 1 mM MnCI2; y 15 mM de 2-ME).
Las proteinas unidas se eluyen con tampdn de union que contiene 15% [1-Do-metilmanosido (Sigma, St. Louis,
MO).

0131 El material de unién Con A-Sepharose es dializado primero contra 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, y NaCl 150
mM vy luego aplicado a una columna Mono Q y eluido mediante un gradiente de 150 a 400 mM de NaCl. Las
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fracciones acumoladas se concentran y se aplican sobre la columna de Superose 12 (Pharmacia). Las
fracciones que contienen grp170 homogéneos se recogen.

0132 Alternativamente, GRP170 o GRP170-proteina pueden purificarse mediante cualquier método de
purificacion de inmunoafinidad conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar columna scFv GRP170
especifica. (Ver Arnold-Schild et al., Cancer Research, 2000, 60(15):4175-4178. Aunque Arnold-Schild describe
una columna scFv gp96-especifica, una columna scFv Hsp170 especifica puede ser producido por el método
equivalente). A modo de ejemplo pero sin limitacion, la purificacion utilizando columna scFv Hsp170 especifica
puede llevarse a cabo como sigue: scFv anti-Hsp170 estan acoplados a Sepharose CNBr-activada. Las
muestras que contienen complejo Hsp170 o Hsp170-proteina se aplican a la columna scFv anti-Hsp170.
Después de lavado abundante con PBS, Hsp170 o Hsp170-proteina puede ser eluida con PBS, 1.3 M NaCl, o
fosfato de sodio 10mM (pH 7,2).

5.1.6 Expresiéon Recombinante de Hsps

0133 Pueden usarse métodos conocidos en la materia para producir recombinantemente Hsps. Una secuencia
de acido nucleico que codifica una proteina de choque térmico se puede insertar en un vector de expresion para
la propagacion y la expresion en células huésped.

0134 Un constructo de expresion, tal como se utiliza aqui, se refiere a una secuencia de nucleétidos que
codifica una HSP operativamente asociada con una o mas regiones reguladoras que permite la expresion de la
HSP en una célula huésped apropiada. "Operativamente asociada" se refiere a una asociaciéon en la que las
regiones reguladoras y la secuencia HSP a expresar se unen y se colocan de tal manera como para permitir la
transcripcion y, finalmente, la traslacion.

0135 Las regiones reguladoras necesarias para la transcripcion de la HSP pueden ser proporcionadas por el
vector de expresion. Un codén de iniciacion de traslacion (ATG) también puede proporcionarse si la secuencia
del gen HSP carente de su codoén de iniciacién cognado va a expresarse. En un sistema constructo-huésped
compatible, factores de transcripcion celular, tales como la ARN polimerasa, se unen a las regiones reguladoras
en el constructo de expresion para efectuar la transcripcion de la secuencia de HSP modificada en el organismo
huésped. La naturaleza precisa de las regiones reguladoras necesarias para la expresion génica puede variar
de célula huésped a célula huésped. Generalmente, se requiere un promotor que es capaz de unirse a la ARN
polimerasa y promover la transcripcién de una secuencia de acido nucleico operativamente asociada. Tales
regiones reguladoras pueden incluir las secuencias 5 no codificantes implicadas en la iniciacion de la
transcripcion y la traslacion, tales como caja TATA, secuencia de nivelacion, secuencia CAAT, y similares. La
region no codificante 3' para la secuencia de codificacion puede contener secuencias reguladoras de
terminacién transcripcional, tales como terminadores y sitios de poliadenilacion.

0136 Con el fin de unir secuencias de ADN con funciones reguladoras, tales como promotores, a la secuencia
del gen HSP o para insertar la secuencia del gen HSP en el sitio de clonacion de un vector, pueden ligadrse
enlazadores o adaptadores que proporcionan los apropiados sitios de restriccién compatibles a los extremos de
los ADNc mediante técnicas bien conocidas en la materia (Wu et al., 1987, Methods in Enzymol, 152:343-349).
La escision con una enzima de restriccion puede ser seguida por modificacion para crear extremos romos por
digestion posterior o llenado de términos de ADN de cadena simple antes del ligado. Alternativamente, un sitio
de enzima de restriccion deseado puede ser introducido en un fragmento de ADN mediante la amplificacion del
ADN mediante uso de PCR con cebadores que contienen el sitio de restriccion enzimatica deseado.

0137 Un constructo de expresién que comprende una secuencia HSP operativamente asociada con regiones
reguladoras se puede introducir directamente en células huésped adecuadas para la expresion y produccion de
complejos HSP-péptido sin clonacién adicional. Ver por ejemplo, la Patente U.S. 5,580,859. Los constructos de
expresion pueden contener también secuencias de ADN que facilitan la integracién de la secuencia de HSP en
el genoma de la célula huésped, por ejemplo, mediante recombinacién homdloga. En este caso, no es
necesario emplear un vector de expresiéon que comprende un origen de replicacion adecuado para células
huésped apropiadas con el fin de propagar y expresar la HSP en las células huésped.
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0138 Una variedad de vectores de expresiéon pueden ser utilizados, incluyendo, pero no limitados a, plasmidos,
césmidos, fagos, fagémidos o virus modificados. Tipicamente, tales vectores de expresién comprenden un
origen funcional de replicacion para la propagacion del vector en una célula huésped apropiada, uno o mas
sitios de endonucleasa de restriccion para insercidon de la secuencia del gen HSP, y uno o mas marcadores de
seleccion. El vector de expresion debe ser utilizado con una célula huésped compatible que se puede derivar de
un organismo procariota o eucariota incluyendo pero no limitado a bacterias, levaduras, insectos, mamiferos y
humanos.

0139 La secuencia codificante de una proteina de choque térmico también se puede alterar mediante la adicién
de uno o mas sitios de glicosilacidn que no estan presentes en la secuencia nativa. La glicosilacion de
polipéptidos es tipicamente N-enlazada u O-enlazada. El término "N-enlazada" se refiere a la unién de la
fraccion carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-
X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para unién enzimatica de la fraccion carbohidrato a la cadena lateral de asparagina. Asi, la
presencia de cualquiera de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea un sitio de glicosilacion
potencial. El término "glicosilacion O-enlazada" se refiere a la unién de uno de los azucares tales como la N-
acetilgalactosamina, galactosa, xilosa o de un acido hidroxilamino, mas comunmente serina o treonina, aunque
también se pueden usar 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

0140 La adicion de sitios de glicosilacion puede conseguirse por diversos medios. Por ejemplo, la alteracion
puede ser hecha por los cambios en el nivel del ADN, especialmente por mutacion del ADN que codifica una
proteina o péptido interesadas en bases preseleccionadas de forma que se generan codones que se traduciran
en los aminoacidos deseados. La mutacion(es) del ADN puede hacerse usando métodos descritos en la
Patente U.S. 5,364,934.

0141 Para produccion de alto rendimiento a largo plazo de Hsp o complejos Hsp-proteina adecuadamente
procesados, se prefiere expresion estable en células de mamifero. Las lineas celulares que expresan
establemente Hsp o complejos Hsp-proteina pueden ser disefiadas mediante un vector que contiene un
marcador seleccionable. A modo de ejemplo pero no de limitacién, después de la introduccion de los
constructos de expresion, las células disefiadas se pueden dejar crecer durante 1-2 dias en un medio
enriquecido, y luego se cambian a un medio selectivo. El marcador seleccionable en el constructo de expresion
confiere resistencia a la seleccién y 6ptimamente permite a las células integrar establemente el constructo de
expresion en sus cromosomas y crecer en cultivo y ser expandida en lineas celulares. Dichas células pueden
ser cultivadas durante un largo periodo de tiempo mientras HSP se expresa de forma continua.

0142 Las células recombinantes pueden ser cultivadas en condiciones estandar de temperatura, tiempo de
incubacion, densidad 6ptica y composicién de medio. Sin embargo, las condiciones para el crecimiento de las
células recombinantes pueden ser diferentes de aquallas para la expresion de HSPs y proteinas antigénicas.
Condiciones de cultivo y medio modificadas pueden también utilizarse para mejorar la produccion de la Hsp. Por
ejemplo, las células recombinantes que contienen HSPs con sus promotores afines pueden estar expuestas al
calor u otro estrés ambiental, o estrés quimico. Cualquier técnica conocida en la materia puede aplicarse para
establecer las condiciones 6ptimas para producir HSP o complejos HSP-proteina.

5.1.7 Sintesis de Péptidos

0143 Una alternativa a la produccion de Hsp por técnicas recombinantes es la sintesis de péptidos. Por
ejemplo, un Hsp entera, o un péptido correspondiente a una porcién de una Hsp pueden ser sintetizados
mediante el uso de un sintetizador de péptidos. Puede usarse sintesis de péptidos convencional u otros
protocolos sintéticos bien conocidos en la materia.

0144 Los péptidos que tienen la secuencia de aminoacidos de una HSP o una porcién de la misma pueden ser
sintetizados por sintesis de péptidos en fase soélida utilizando procedimientos similares a los descritos por
Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc., 85:2149. Durante la sintesis, los aminoacidos N-a-protegidos que tienen
cadenas laterales protegidas se anaden escalonadamente a una cadena polipeptidica en crecimiento unida por
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su C-terminal y a un soporte insoluble polimérico es decir, perlas de poliestireno. Los péptidos se sintetizan
ligando un grupo amino de un aminoacido N-a-desprotegido a un grupo a-carboxilo de un aminoacido N-a-
protegido que ha sido activado por reaccién con una reactivo tal como diciclohexilcarbodiimida. La unién de una
grupo amino libre al carboxilo activado lleva a la formacién del enlace peptidico. Los grupos n-a-protectores
mas comunmente utilizados incluyen Boc que es inestable al acido y Fmoc que es inestable a base. Los
detalles de las quimicas, resinas, grupos protectores, aminoacidos protegidos y reactivos apropiados son bien
conocidos en la materia y por ello no se discuten en este documento en detalle (Ver, Atherton, et al., 1989, Solid
Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press y Bodanszky, 1993, Quimica de Péptidos, Un Libro
Practico, 2da Ed., Springer-Verlag).

0145 Uno o mas sitios de glicosilacion que no estan presentes en la secuencia nativa también se pueden afadir
durante la sintesis. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una proteina o péptido interesada puede
alterarse de forma que contenga una o mas de las secuencias de tripéptido (para sitios de glicosilacion N-
enlazados) descritos en la seccion 5.1.6. La alteracion también puede hacerse mediante la adicion de, o la
sustitucién por, uno 0 mas residuos de serina o treonina a la secuencia nativa (para los sitios de glicosilacion O-
enlazados).

0146 La purificacidon de la Hsp resultante se realiza utilizando procedimientos convencionales, tales como HPLC
preparativa utilizando permeacion de gel, particion y / o cromatografia de intercambio idnico. Las matrices y
tampones adecuados son bien conocidos en la materia y por tanto no se describen en este documento en
detalle.

5.2 Moléculas Antigénicas

0147 Las subsecciones siguientes proporcionan una vision general de las proteinas (incluyendo péptidos vy
polipéptidos) que son utiles como componentes antigénicos/inmunogénicos de los complejos moleculares de la
invencion, y cémo dichas proteinas pueden ser identificadas, por ejemplo, para su uso en la expresion
recombinante de los péptidos por complejacion in vitro de HSPs y Moléculas Antigénicas. Sin embargo, en la
practica de la presente invencion, la identidad de la Molécula Antigénica(s) del complejo molecular no necesita
ser conocida, por ejemplo, cuando el complejo HSP/péptido se purifica directamente de una célula cancerosa o
de un tejido infectado con un patégeno.

0148 Epitopos antigénicos de una Molécula Antigénica pueden identificarse utilizando métodos conocidos en la
técnica. Como aqui se usa, un "epitopo" se refiere a una regién de un péptido antigénico que liga o se prevé
que ligue un anticuerpo o molécula de histocompatibilidad importante (MHC) de un sujeto. Preferiblemente, el
epitopo, al unirse a la molécula MHC, estimula in vivo una respuesta inmune al péptido antigénico. Los péptidos
de la presente invencién contienen epitopos que se prevé que sean capaces de ligar moléculas MHC
seleccionadas e inducir una respuesta inmune. Los epitopos péptidos antigénicos de la invencién comprenden
residuos conservados implicados en ligar proteinas de unién codificadas por alelos de MHC. Los epitopos
peptidicos antigénicos previstos para enlazar moléculas MHC de clase | son tipicamente entre 8 a 10 residuos,
mientras que los epitopos antigénicos peptidicos previstos para enlazar moléculas MHC de clase Il estan
normalmente en el intervalo de 10 a 20 residuos.

0149 Los ejemplos no limitantes de alelos de MHC especificos humanos que se predice que enlaza péptidos
antigénicos de la invencion incluyen las moléculas de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) siguientes: HLA-
A1, HLA-A201, HLA-A203, HLA-A3, HLA-A2402, HLA -A26, HLA-B702, HLA-B8, HLA-B1510, HLA-B2705, HLA-
B2709, HLA-B4402, y HLA-B5101 (Rammensee, et al., Inmunogenética, 41, 178-228, 1995). La capacidad para
enlazar moléculas MHC se puede medir por una variedad de maneras diferentes, como por inhibicién de la
presentacion de antigenos (Sette, et al., J. Immunol. 141:3893, 1991), en ensayos in vitro de conjunto
(Townsend, et al., Cell. 62:285, 1990), y ensayos basados en FACS utilizando células mutadas, como RMA.S
(Melief, et al., Eur. J. Immunol. 21:2963, 1991).

0150 En algunas realizaciones, la Molécula Antigénica es una glicoproteina, y forma oligdmeros en presencia
de lectina. En otras realizaciones, la Molécula Antigénica no es una glicoproteina (pero un miembro diferente
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del complejo es una glicoproteina). En algunas realizaciones, la Molécula Antigénica es aislada de lisados
celulares. En algunas realizaciones, las Moléculas Antigénicas son sintetizadas. En algunas realizaciones, una
Molécula Antigénica esta modificada a una glicoproteina, por ejemplo, mediante la adicion de uno o mas sitios
de glicosilacidon que no estéan presentes en la secuencia nativa de la Molécula Antigénica seguida por la adicién
de hidratos de carbono. Ver, por ejemplo, Scott et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 89:5398-5402 (1992).

5.2.1 Aislamiento de Componentes Antigénicos/Inmunogénicos

0151 Se ha encontrado que proteinas antigénicas (incluyendo péptidos y polipéptidos) y/o componentes pueden
ser eluidos de complejos Hsp ya sea en presencia de ATP o bajo pH. Estas condiciones experimentales se
pueden utilizar para aislar proteinas y/o componentes antigénicos de células que pueden contener
determinantes antigénicos potencialmente utiles. Una vez aislada, la secuencia de aminoacidos de cada
proteina antigénica puede determinarse usando metodologias convencionales de secuenciacion de amino
acidos. Dichas moléculas antigénicas pueden entonces producirse por sintesis quimica o métodos
recombinantes, purificadas, y complejadas con Hsps in vitro para formar los complejos Hsp de la invencion.

0152 De manera similar, se ha encontrado que proteinas potencialmente inmunogénicas puede ser eluidas a
partir de complejos MHC-proteina utilizando técnicas bien conocidas en la materia (Falk, K. et al., 1990 Nature
348:248-251; Elliott, T. et al., 1990, Nature 348:195-197; Falk, K. et al., 1991, Nature 351:290-296).

0153 Asi, pueden aislarse proteinas potencialmente inmunogénicas o antigénicas de complejos Hsp-proteina
endogenos o complejos MHC-proteina enddgenos para uso posteriormente como Moléculas Antigénicas, por
complejacién in vitro a una glicoproteina, por ejemplo, una proteina de choque térmico glicosilada, para formar
los complejos moleculares de la invencién. Protocolos ilustrativos para aislar péptidos y/o componentes
antigénicos de estos complejos son conocidos en la materia y se describen mas adelante.

5.2.2 Péptidos de Complejos HSP-Péptido

0154 Dos métodos se pueden utilizar para eluir el péptido de un complejo Hsp-péptido.

0155 Un enfoque implica incubar el complejo Hsp-péptido en presencia de ATP. El otro enfoque implica incubar
los complejos en un tampon de pH bajo.

0156 Brevemente, el complejo de interés se centrifuga a través de un conjunto Centricon 10 (Millipore) para
eliminar cualquier material de bajo peso molecular ligeramente asociado con el complejo. La fracciéon de alto
peso molecular puede ser eliminada y analizada por SDS-PAGE, mientras que la de bajo peso molecular puede
ser analizada por HPLC como se describe a continuacion. En el protocolo de incubacion ATP, el complejo
péptido-proteina de estrés en la fraccién de alto peso molecular se incuba con 10mM de ATP durante 30
minutos a temperatura ambiente. En el protocolo de pH bajo (por ejemplo, un pH de 1, 2, 3, 4, 5 0 6), se afade
acido acético o acido trifluoroacético (TFA) al complejo proteina de estrés -péptido para dar una concentracién
final de 10% (vol/vol) y la mezcla se incuba a temperatura ambiente o en un bafio de agua hirviendo o a
cualquier temperatura intermedia, por 10 minutos (Ver, Van Bleek, et al., 1990, Nature 348:213-216; y Li, et al.,
1993, EMBO Journal 12:3143-3151).

0157 Las muestras resultantes se centrifugan a través de un conjunto Centricon 10 como se ha mencionado
anteriormente. Las fracciones de alto y bajo peso molecular se recuperan. Los complejos de alto peso
molecular proteina de estrés-péptido restantes pueden ser re-incubados con ATP o pH bajo (por ejemplo, un pH
de 1, 2, 3, 4, 5 0 6) para eliminar cualquier péptidos restante.

0158 Las fracciones de bajo peso molecular resultantes son reunidas, concentradas por evaporacioén y disueltas
en TFA 0,1%. El material disuelto es entonces fraccionado por cromatografia liquida de alta presion de fase
inversa (HPLC) utilizando por ejemplo una columna C18 Vydac de fase inversa equilibrada con TFA 0.1%. El
material ligado se eluye a continuacion con un caudal de aproximadamente 0.8 ml/min desarrollando la columna
con un gradiente lineal de acetonitrilo de 0% a 80 en TFA 0.1%. La elucién de los péptidos puede ser controlada
por OD210 y las fracciones que contienen los péptidos recogidas.
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5.2.3 Péptidos de Complejos MHC-Péptido

0159 El aislamiento de péptidos potencialmente inmunogénicos de moléculas MHC es bien conocido en la
materia y por tanto no se describe aqui en detalle (Ver, Falk et al., 1990, Nature 348:248-251; Rotzsche et al.,
1990, Nature 348: 252-254; Elliott et al., 1990, Nature 348:191-197; Falk et al., 1991, Nature 351:290-296;
Demotz et al., 1989, Nature 343:682-684; Rotzsche et al., 1990, Science 249:283-287).

0160 Brevemente, los complejos MHC-péptido pueden ser aislados por un procedimiento convencional de
inmunoafinidad. Los péptidos pueden entonces ser eluidos a partir del complejo MHC-péptido incubando los
complejos en presencia de aproximadamente 0.1% de TFA en acetonitrilo. Los péptidos eluidos pueden ser
fraccionados y purificados mediante HPLC en fase inversa, como antes.

0161 Las secuencias de aminoacidos de los péptidos eluidos se pueden determinar bien por técnicas manuales
0 automaticas de secuenciacion de aminoacidos bien conocidas en la materia. Una vez que la secuencia de
aminoacido de un péptido potencialmente protector se ha determinado el péptido puede ser sintetizado en
cualquier cantidad deseada mediante sintesis de péptidos convencional u otros protocolos bien conocidos en la
materia.

0162 Los péptidos que tienen la misma secuencia de aminoacidos como los aislados anteriormente pueden ser
sintetizados por sintesis de péptidos en fase solida utilizando procedimientos similares a los descritos por
Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc., 85:2149. Durante la sintesis, se afiaden escalonadamente aminoéacidos N-
a-protegidos que tienen cadenas laterales protegidas a una cadena polipeptidica en crecimiento unida por su
extremo C-terminal y a un soporte polimérico insoluble es decir, perlas de poliestireno. Los péptidos son
sintetizados mediante la vinculacidon de un grupo amino de un aminoacido N-a-desprotegido a un grupo o-
carboxi de un acido amino n-a-protegido que ha sido activado por reaccion con un reactivo tal como
diciclohexilcarbodiimida. La unién de un grupo amino libre al carboxilo activado lleva a la formacion del enlace
peptidico. Los mas comunmente utilizados grupos n-a-protectores incluyen Boc que es inestable a acido y Fmoc
que es inestable a base.

0163 Brevemente, el aminoacido N-a-protegido del C-terminal es unido primero a las perlas de poliestireno. El
grupo N-a-protector es luego eliminado. El grupo a-amino desprotegido se acopla al grupo a-carboxilato
activado del siguiente aminoacido N-a-protegido. El proceso se repite hasta que el péptido deseado es
sintetizado. Los péptidos resultantes son luego escindidos del soporte polimérico insoluble y las cadenas
laterales de aminoacidos desprotegidas. Los péptidos mas largos pueden ser obtenidos por condensacién de
fragmentos peptidicos protegidos. Los detalles apropiados de quimicas, resinas, grupos protectores,
aminoacidos protegidos y reactivos son bien conocidos en la técnica y por ello no se discuten aqui en detalle
(Véase, Atherton, et al., 1989, Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press, y Bodanszky,
1993, Peptide Chemestry, Un Libro Practico, 2da Ed., Springer-Verlag).

0164 La purificacion de los péptidos resultantes se realiza utilizando procedimientos convencionales, tales como
HPLC preparativa utilizando permeacion de gel, particién y/o cromatografia de intercambio i6nico. La eleccion
de matrices y tampones apropiados es bien conocida en la materia y por tanto no se describe aqui en detalle.

5.2.4 Moléculas Antigénicas Exdgenas

0165 Las moléculas que muestran la antigenicidad de un antigeno conocido de un agente patégeno o de un
antigeno especifico de tumor o asociado a tumor de un tipo de cancer, por ejemplo antigenos o porciones
antigénicas de los mismos, pueden ser seleccionadas para su uso como moléculas antigénicas, para la
complejaciéon de glicoproteina y/o lectina, de entre los conocidos en la materia o determinados por
inmunoensayo para ser capaces de unirse a anticuerpos o moléculas MHC (antigenicidad) o generar respuesta
inmune (inmunogenicidad). Para determinar la inmunogenicidad y antigenicidad mediante la deteccion de unién
a anticuerpo, diversos inmunoensayos conocidos en la técnica pueden ser utilizados, incluyendo pero no
limitado a sistemas de ensayo competitivos y no competitivos utilizando técnicas tales como
radioinmunoensayos, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima), inmunoensayos "sandwich", ensayos
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inmunorradiométricos, reacciones de precipitacion de difusibn en gel, ensayos de inmunodifusion,
inmunoensayos in vivo (utilizando etiquetas de oro coloidal, de enzima o de radioisotopos, por ejemplo),
Western blots, reacciones de inmunoprecipitacion, ensayos de aglutinacion (por ejemplo, ensayos de gel de
aglutinacion, ensayos de hemaglutinacion), ensayos de fijacion de complemento, ensayos de
inmunofluorescencia, ensayos de proteina A, y ensayos de inmunoelectroforesis, etc. En una realizacion, la
unioén del anticuerpo se detectad detectando de una etiqueta en el anticuerpo principal. En otra realizacion, el
anticuerpo principal se detecta detectando la uniéon de un anticuerpo secundario o reactivo con el anticuerpo
principal. En una realizacién adicional, el anticuerpo secundario se etiqueta. Muchos medios son conocidos en
la materia para detectar la unién en un inmunoensayo y se prevé para uso. En una realizacion para detectar
inmunogenicidad, las respuestas mediadas por células T pueden ser ensayadas por métodos estandar, por
ejemplo, en ensayos de citotoxicidad in vitro o en ensayos de hipersensibilidad in vivo de tipo retardado.

0166 Antigenos potencialmente utiles o sus derivados para su uso como Moléculas Antigénicas también
pueden ser identificados por varios criterios, tales como la participacion del antigeno en la neutralizacion de la
infectividad de un patégeno (en la que se desea tratar o prevenir la infeccion por dicho patégeno) (Norrby, 1985,
Resumen, en Vacunas 85, Lerner et al. (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York,
pp. 388-389), especificidad de tipo o grupo, reconocimiento mediante antisueros o células inmunes de los
pacientes, y/o la demostracion de los efectos protectores de antisueros o células inmunes especificas para el
antigeno. Ademas, cuando se desea tratar o prevenir una enfermedad causada por patégeno, el epitopo
codificado del antigeno, preferentemente, deberia mostrar un grado pequefio o nulo de variacién antigénica en
el tiempo o entre diferentes aislados del mismo patdgeno.

0167 Preferiblemente, cuando se desea tratar o prevenir el cancer, se usan antigenos especificos de tumor (es
decir, expresados en células tumorales) o asociados a tumor (es decir, relativamente sobreexpresados en
células tumorales) o fragmentos o derivados de los mismos. Por ejemplo, dichos antigenos especificos de tumor
0 asociados a tumor incluyen pero no se limitan al antigeno KS 1/4 pan-carcinoma (Pérez y Walker, 1990, J.
Immunol. 142:3662-3667; Bumal, 1988, Hybridoma 7(4) :407-415); antigeno de carcinoma de ovario (CA125)
(Yu et al., 1991, Cancer Res. 51(2):468-475); fosfato de acido prostatico (Tailer, et al., 1990, Nucl. Acids Res.
18(16): 4928); antigeno especifico de prostata (Henttu y Vihko, 1989, Biochem. Biophys. Res. Comm.
160(2):903-910; Israeli, et al., 1993, Cancer Res. 53:227-230); antigeno p97 asociado a melanoma (Estin, et al.,
1989, J. Natl. Cancer Inst. 81(6):445-446); antigeno gp75 de melanoma (Vijayasardahl, et al., 1990, J. Exp.
Med. 171(4):1375-1380); antigeno de melanoma de alto peso molecular (Natali, et al., de 1987, Cancer 59:55-
63) y antigeno prostatico especifico de membrana. Otros antigenos exégenos que pueden ser complejados a
una glicoproteina incluyen porciones o proteinas que estan mutados a una frecuencia alta en las células
cancerosas, tales como oncogenes (por ejemplo, ras, en particular mutantes de ras con mutaciones de
activacion, que solo se producen en cuatro residuos aminoacidos (12, 13., 59 o 61) (Gedde-Dahl et al., 1994,
Eur. J. Immunol. 24(2):410-414)) y genes supresores tumorales (por ejemplo, p53, para el cual ha sido
identificada una variedad de antigenos peptidicos p53 mutantes o polimérficos capaces de estimular una
respuesta citotdxica a células T (Gnjatic et al., 1995, Eur. J. Immunol. 25(6):1638-1642).

0168 En una realizacion especifica, un antigeno o un fragmento o derivado del mismo especifico para un tumor
se selecciona para a complejar a HSP para formar un complejo HSP-antigeno para oligomerizacién y luego
administracion a un paciente que tiene tal tumor.

0169 Preferiblemente, cuando se desea tratar o prevenir enfermedades viricas, se utilizan moléculas que
comprenden epitopos de virus conocidos. Por ejemplo, tales epitopos antigénicos se pueden preparar a partir
de virus que incluyen, pero no se limitan a, hepatitis tipo A, hepatitis tipo B, hepatitis tipo C, influenza, varicela,
adenovirus, herpes simple tipo | (HSV-I), herpes simple tipo Il (VHS-II), peste bovina, rinovirus, echovirus,
rotavirus, virus respiratorio sincitial, virus del papiloma, virus de la papova, citomegalovirus, echinovirus,
arbovirus, huntavirus, virus Coxsackie, virus de parotiditis, el virus del sarampidn, virus de la rubéola, virus de la
polio, virus de inmunodeficiencia humana tipo | (VIH-1), y virus de inmunodeficiencia humana tipo Il (VIH-II).
Preferiblemente, cuando se desea ftratar o prevenir infecciones bacterianas, se utilizan moléculas que
comprenden epitopos de bacterias conocidas. Por ejemplo, tales epitopos antigénicos se pueden preparar a

39



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395126 T3

partir de bacterias, incluyendo pero no limitado a, micobacterias de rickettsia, micoplasma, neisseria y
legionella.

0170 Preferiblemente, cuando se desea tratar o prevenir infecciones por protozoos, se utilizan moléculas que
comprenden epitopos de protozoos conocidas. Por ejemplo, tales epitopos antigénicos se pueden preparar a
partir de protozoos, incluyendo pero no limitado a, leishmania, kokzidioa, y tripanosoma.

0171 Preferiblemente, cuando se desea tratar o prevenir infecciones parasitarias, se utilizan moléculas que
comprenden epitopos de parasitos conocidas. Por ejemplo, tales epitopos antigénicos puede ser de parasitos,
incluyendo pero no limitado a, clamidia y rickettsia.

5.3 Produccién In Vitro de Complejos de Hsp/ Molécula Antigénica

0172 En una realizacién en la que no se emplean complejos especificos de Hsps y Moléculas Antigénicas con
las que estan asociadas de forma enddgena in vivo, los complejos de Hsps a moléculas antigénicas se
producen in vitro. Como se apreciara por los expertos en la materia las Moléculas Antigénicas ya sea aisladas
por los procedimientos antes mencionados o sintetizadas quimicamente o producidas recombinantemente
pueden ser reconstituidas con una variedad de proteinas de estrés purificadas naturales o recombinantes in
vitro para generar complejos inmunogénicos no covalentes proteina de estrés-Molécula Antigénica.
Alternativamente, los antigenos exdgenos o antigénicos o fragmentos inmunogénicos o derivados de los
mismos pueden ser complejados a proteinas de estrés para uso en vacunas inmunoterapéuticas o profilacticas
de la invencién. Un protocolo ejemplar preferido para complejar in vitro una proteina de estrés y una Molécula
Antigénica se discute a continuacion.

0173 Antes de la complejacion, las Hsps se tratan previamente con ATP o pH bajo (por ejemplo, un pH de 1, 2,
3, 4, 5 0 6) para eliminar cualquier péptido que puede estar asociado con la Hsp de interés. Cuando se utiliza el
procedimiento de ATP, el exceso de ATP se retira de la preparacion mediante la adicion de apiranasa como se
describe por Levy, et al., 1991, Cell 67:265-274. Cuando se utiliza el procedimiento de bajo pH, el tampdn se
reajusta a pH neutro mediante la adicion de reactivos modificadores del pH.

0174 Las Moléculas Antigénicas (1ug) vy la Hsp pretratada (9uG) se mezclan para dar aproximadamente una
proporcidon molar de 5 Molécula Antigénica 5: 1 proteina de estrés. A continuacion, la mezcla se incuba durante
15 minutos a 3 horas de 4° a 45°C en un tampdn de union adecuado tal como uno que contiene fosfato de sodio
20mM, pH 7.2, NaCl 350mM, MgCl, 3mM vy fenil metil sulfonil fluoruro 1mM (PMSF). Las preparaciones se
centrifugan a través de un conjunto Centricon 10 (Millipore) para eliminar cualquier péptido no unido. La
asociacion de los péptidos con las proteinas del estrés se puede ensayar mediante SDS-PAGE. Este es el
método preferido para complejacidon in vitro de péptidos aislados de complejos MHC-péptido de péptidos
disociados de complejos endégenos HSP-péptido.

0175 En una realizacién alternativa de la invencion, preferida para producir complejos de Hsp70 a Moléculas
Antigénicas exogenas tales como proteinas, 5-10 microgramos de Hsp purificada se incuban con iguales
cantidades molares de la Molécula Antigénica en tampén de 20mM de fosfato sédico pH 7.5, 0.5 M de NaCl,
3mM MgCl, y ADP 1mM en un volumen de 100 microlitros a 37°C durante 1 h. Esta mezcla de incubacién se
diluye a 1 ml en tampodn fosfato salino.

0176 En una realizacion alternativa de la invencion, preferida para la producciéon de complejos de gp96 o hsp90
a péptidos, 5-10 microgramos de gp96 o hsp90 purificada se incuban con cantidades equimolares o en exceso
del péptido antigénico en un tampdn adecuado tal como uno que contiene 20mM de tampdn de fosfato de sodio
pH 7.5, 0.5 M de NaCl, MgCl, 3nM a 37-65°C durante 5-20 minutos. Esta mezcla de incubacién se deja enfriar a
temperatura ambiente y se centrifuga una o mas veces si es necesario, mediante un conjunto Centricon 10
(Millipore) para eliminar cualquier péptido no unido.

0177 Después de la complejacion, los complejos inmunogénicos proteina de estrés-Molécula Antigénica se
pueden opcionalmente ensayar in vitro utilizando por ejemplo el ensayo mezclado de célula diana de linfocito
(MLTC) descrito a continuaciéon. Una vez que los complejos inmunogénicos se han aislado pueden ser
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opcionalmente caracterizados ademas en modelos animales utilizando los protocolos de administracion y
excipientes preferidos discutidos a continuacion.

0178 Como una alternativa a los complejos no-covalentes de Hsps y Moléculas Antigénicas, las Moléculas
Antigénicas pueden estar covalentemente unidas a Hsps antes de la administracién de acuerdo con los
métodos de la presente invencion. Los complejos Hsp-Molécula Antigénica son preferentemente reticulados
después de su purificacion de células o tejidos que se describen en las Secciones 5.1.1. a 5.1.4. En una
realizacion, las Hsps se acoplan covalentemente a Moléculas Antigénicas por reticulacion quimica. Los métodos
quimicos de reticulacién son bien conocidos en la materia. Por ejemplo, en una realizacién preferida, puede
usarse la reticulacion con glutaraldehido. La reticulacion con glutaraldehido se ha utilizado para la formacién de
complejos covalentes de péptidos y HSPs (ver Barrios et al., 1992, Eur. J. Immunol. 22: 1365-1372).
Preferiblemente, 1-2 mg de complejo Hsp-Molécula Antigénica se reticulan en presencia de 0.002% de
glutaraldehido durante 2 horas. El glutaraldehido es eliminado por didlisis contra tampén fosfato salino (PBS)
durante la noche (Lussow et al., 1991, Eur. J. Immunol. 21: 2297-2302).

0179 En otra realizacion, la Hsp y el antigeno(s) especifico estan reticulados por reticulacién ultravioleta (UV).

0180 En otra realizacién, se producen proteinas de fusidon recombinantes, que constan de una secuencia de
proteina de choque térmico y una secuencia de péptido antigénico. Para producir dicha proteina de fusién
recombinante, se construye un vector de expresion utilizando secuencias de acido nucleico que codifican una
proteina de choque térmico fusionada a secuencias que codifican un antigeno, utilizando métodos
recombinantes conocidos en la materia, tales como los descritos en la Seccién 5.1.6., arriba. Fusiones de Hsp-
péptidos antigénicos son luego expresadas y aisladas. Tales proteinas de fusion pueden ser utilizados para
provocar una respuesta inmune (Suzue et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 94: 13146-51). Disefiando
especificamente la porcion de péptido antigénico de la molécula, tales proteinas de fusién pueden utilizarse
para provocar una respuesta inmune y en inmunoterapia contra cancer o enfermedades infecciosas.

5.4 Oligomerizacién de Complejos Bioldgicos Activos

0181 De conformidad con la presente invencion, las moléculas de lectina o tipo lectina forman un complejo
molecular con glicoproteinas inmunolégica y/o biolégicamente activas. En algunas realizaciones, la
glicoproteina es una proteina de choque térmico. En algunas realizaciones, la glicoproteina no es una proteina
de choque térmico. En algunas realizaciones, la glicoproteina es una Molécula Antigénica. En algunas
realizaciones, la glicoproteina no es una Molécula Antigénica. En ciertas realizaciones, el complejo molecular
puede comprender ademas una o mas fracciones que no son una glicoproteina. En una realizacién especifica,
el complejo molecular comprende ademas una fracciéon antigénica. En una realizacidon especifica, el complejo
molecular comprende una molécula de lectina asociada con una glicoproteina y una proteina de choque
térmico. En otra realizacion, el complejo molecular comprende una lectina asociada con una glicoproteina, una
proteina de choque térmico, y una Molécula Antigénica. En otra realizacion especifica, el complejo molecular
comprende una molécula de lectina asociada con la proteina de choque térmico glicosilada y una Molécula
Antigénica, en donde dicha proteina de choque térmico glicosilada puede ser una proteina de choque térmico
de origen natural (por ejemplo, gp96, GRP170, Calreticulin, y BIP (GRP78)), o una proteina de choque térmico
de origen no natural que se convierte en una glicoproteina afiadiendo uno o mas sitios de glicosilacion que no
estan presentes en las secuencias de aminoacidos nativas que comprenden la proteina de choque térmico
seguido por la adicién de grupos carbohidrato. Un complejo de glicoproteina (por ejemplo, proteina de choque
térmico) y Molécula Antigénica puede ser no covalente o covalente. Preferiblemente, una lectina se une
covalentemente a una o mas glicoproteinas o al complejo de glicoproteina (por ejemplo, proteina de choque
térmico) y otra o mas fracciones (por ejemplo, Moléculas Antigénicas). En una realizacién preferida, la molécula
de lectina es una molécula de lectina de unién a manosa, incluyendo pero no se limita a, las que figuran en la
Tabla 1. Mas preferiblemente, la molécula de lectina de unién a manosa es Concanavalina A (Con A).

0182 En una realizacion preferida, el nimero de las lectinas presentes en un complejo molecular es mayor que
el numero de glicoproteinas presentes en el complejo molecular. En algunas realizaciones, la relacién molar
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entre glicoproteina y lectina es 3:1, 2:1, o 1:1. En una realizacion preferida, la lectina es Con A en forma de un
tetramero, y para cada molécula tetramera Con A, hay tres, dos, o una glucoproteina(s) unida.

0183 Un complejo molecular de la invencién se puede preparar por métodos diferentes. En ciertas
realizaciones, el complejo molecular se forma in vivo y el complejo molecular se aisla de las células. En ciertas
realizaciones, el complejo molecular se produce in vitro a partir de preparaciones purificadas de uno o mas
componentes del complejo molecular. Las técnicas que pueden usarse en la preparacion del complejo
molecular de la invencién dependeran de la naturaleza del complejo. Ejemplos no limitativos de preparar
componentes de un complejo molecular de la invencién se dan en las secciones 5.1. - 5.3., supra. Pueden
también aprovecharse otras técnicas que son bien conocidas en materia de purificacién de proteinas, que
incluyen pero no estan limitadas a, separacion por adsorcion, por ejemplo, cromatografia, intercambio iénico,
adsorbentes inorganicos, adsorbentes hidrofébicos, cromatografia de afinidad de metal inmovilizado,
inmunoadsorbentes, cromatografia colorante de ligando, elucién de afinidad de intercambiadores i6nicos y otros
adsorbentes; filtracion en gel; métodos electroforéticos; particion en fase liquida, y ultrafiltracion. Ver Scopes,
1994, PURIFICACION DE PROTEINAS, PRINCIPIOS Y PRACTICA, 3ra Ed., Springer.

0184 Pueden afiadirse lectinas en diversas etapas de preparacion de un complejo molecular, por ejemplo, antes
de, o posteriormente a, diferentes pasos de cromatografia utilizados para purificar las fracciones inmunolégica
y/o biolégicamente activas (por ejemplo, complejos Hsp-proteina). Las lectinas pueden afiadirse en diversas
formas, tales como polvo o una solucidon liquida. Pueden usarse lectinas diferentes en combinaciéon para
preparar los oligébmeros de la invencion. Las lectinas también pueden ser reticuladas mediante métodos bien
conocidos en la materia antes de afadir a una preparacion molecular de la invenciéon para promover la
oligomerizacion. En algunas realizaciones, anadir lectinas es uno de los pasos en la purificacién del complejo
molecular. En algunas realizaciones, otros componentes del complejo molecular se preparan primero, y las
lectinas son afiadidas al producto final para promover la oligomerizacién del complejo molecular. En una
realizacion preferida, el complejo molecular de la invencién comprende una proteina de choque térmico, una
Molécula Antigénica, y lectina, donde la cantidad de lectina afiadida es suficiente para promover la
oligomerizacion de la preparacion, y para producir un producto(s) final en la que la cantidad de lectina presente
en el producto(s) final en relacién con la cantidad de proteina de choque térmico es igual o superior a 5ng,
10ng, 20ng, 30ng, 40ng, 50ng, 75ng, 100ng, o 200ng por microgramo de proteina de choque térmico.
Preferiblemente, la cantidad de lectina presente en el producto(s) final en relacién con la cantidad de proteina
de choque térmico es 40ng a 1000ng, 50ng a 1000ng, 50ng a 500ng, 100ng a 250ng, o 150ng a 200ng de
lectina por microgramo de proteina de choque térmico. En algunas realizaciones, la cantidad de lectina afiadida
es suficiente para promover la oligomerizacion de la preparacion y para producir un producto final o productos
donde la cantidad de lectina presente en el producto(s) final en relaciéon con la cantidad de proteina de choque
térmico es igual o menor que 5ng por microgramo de proteina de choque térmico. Preferiblemente, la cantidad
de lectina presente en el producto(s) final en relaciéon con la cantidad de proteina de choque térmico es de entre
0.1ng a 5ng, 0.2ng a 4ng, 0.3ng a 3ng, 0.5ng a 2ng, 0 0.1ng a 1ng de lectina por microgramo de glicoproteina.

0185 Cualquier ensayo conocido en la materia puede usarse para confirmar la oligomerizacién del complejo
molecular. Por ejemplo, puede usarse perfilado SEC, en el que un complejo molecular oligomerizado se eluye
en una fraccion diferente en comparaciéon con un complejo molecular no-oligomerizado en purificacion en
columna de exclusion por tamafrio. (por ejemplo, ver seccion 7).

0186 Cualquier ensayo conocido en la materia puede usarse para confirmar la presencia de la molécula de
lectina en el oligdmero, incluyendo pero no limitado a, cualquier método inmunobasado, tal como ELISA,
radioinmunoensayos, inmunoensayos "sandwich", ensayos inmunorradiométricos, ensayos de inmunodifusion,
ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de inmunoelectroforesis, etc. todos estos ensayos son bien
conocidos en la materia y no se describen en detalle aqui. (para un ejemplo de ELISA Con A especifico, ver
seccion 6).

0187 La correlacién de oligomerizacion del complejo molecular a sus actividades in vivo e in vitro se puede
demostrar por cualquier ensayo conocido en la materia incluyendo pero no limitado a, los ensayos que detectan
la actividad biolégica y / o inmunogenicidad de los complejos moleculares de la invencion (tales como, pero no
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limitados a, los descritos en la seccién 5.5, infra.), ensayos que prueban las actividades in vitro de los complejos
moleculares de la invencion (tales como, pero no limitados a, ensayos de representacion, por ejemplo, ensayo
de representacion CD71 in vitro, ensayo de representacion Meth A in vitro, y ensayo de representacion de
antigeno CT26 in vitro, ver secciones de Ejemplo, infra), y ensayos que prueban actividades in vivo de los
complejos moleculares de la invencion usando modelos animales (por ejemplo, ensayo de inhibicién de tumor
Meth A in vivo, ver secciones de Ejemplo, infra). En una realizacion preferida, se usan el ensayo de
representacion o un ensayo de inhibicién de tumor.

5.5 Determinacién de la Inmunogenicidad de los Complejos Moleculares

0188 Opcionalmente, los complejos moleculares de la invencién pueden ser ensayados para inmunogenicidad
utilizando cualquier método conocido en la materia. A modo de ejemplo pero no de limitacion, uno de los
procedimientos siguientes puede ser utilizado.

5.5.1 El Ensayo MLTC

0189 Brevemente, se inyectan ratones con una cantidad del complejo molecular de la invencion, utilizando
cualquier via conveniente de administracion. Como control negativo, otros ratones son inyectados con, por
ejemplo, complejos moleculares que no comprenden glicoproteinas oligomerizadas. Células que se sabe que
contienen antigenos especificos, por ejemplo células tumorales o células infectadas con un agente de una
enfermedad infecciosa, pueden actuar como control positivo para el ensayo. Los ratones son inyectados dos
veces, con 7-10 dias de diferencia. Diez dias después de la ultima inmunizacién, se extraen los bazos y se
liberan los linfocitos. Los linfocitos liberados pueden ser re-estimulados posteriormente in vitro por adicién de
células muertas que expresan el antigeno de interés.

0190 Por ejemplo, 8x10° células de bazo inmunes pueden ser estimuladas con 4x10* células tratadas con
mitomicina C o y-irradiadas (5-10.000 rads) que contienen el antigeno de interés (o células transfectadas con un
gen apropiado, como sea el caso) en 3ml de medio RPMI que contiene 10% de suero fetal de ternero. En
algunos casos 33% del sobrenadante de cultivo mixto de linfocitos secundario puede ser incluido en el medio de
cultivo como una fuente de factores de crecimiento de células T (Ver, Glasebrook, et al., 1980, J. Exp. Med.
151:876). Para probar la principal respuesta de células T citotoxicas después de la inmunizacion, las células del
bazo pueden ser cultivadas sin estimulacion. En algunos experimentos las células del bazo de ratones
inmunizados también pueden ser re-estimuladas con células antigénicamente diferentes, para determinar la
especificidad de la respuesta de células T citotoxicas.

0191 Seis dias después, los cultivos se analizan para determinar la citotoxicidad en un ensayo de liberacién de
*'Cr de 4 horas (Ver, Palladino, et al., 1987,b Cancer Res. 47:5074-5079 y Blachere, et al., 1993, J.
Inmunoterapia 14:352 -356). En este ensayo, el cultivo de linfocitos mixtos se afiade a una suspension de
células diana para dar diferentes relaciones efector:diana (E:T) (generalmente 1:1 a 40:1). Las células diana
son pre-etiquetadas incubando 1x10° células diana en medio de cultivo que contiene 20 mCi °'Cr/ml durante
una hora a 37°C. Las células se lavan tres veces después del etiquetado. Cada punto de ensayo (relacion E:T)
se realiza por triplicado y las controles apropiados se incorporan para medir la liberacién espontanea de *icr
(no linfocitos afiadidos al ensayo) y 100% de liberacién (células lisadas con detergente). Después de incubar las
mezclas de células durante 4 horas, las células se peletizan por centrifugaciéon a 200g durante 5 minutos. La
cantidad de °'Cr liberado en el sobrenadante se mide con un contador gamma. El porcentaje de citotoxicidad se
mide como cpm en la muestra de ensayo menos cpm liberado espontaneamente, dividido por el total de cpm de
detergente liberado menos cpm liberado espontaneamente.

0192 Con el fin de bloquear la cascada de MHC clase | se afiade un sobrenadante de hibridoma concentrado
derivado de células de hibridoma K-44 (un hibridoma de clase | anti-MHC) a las muestras de ensayo para una
concentracion final de 12,5%.
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5.5.2 Ensayo de Proliferacion de Células T CD4"

0193 Las células T primarias se obtienen del bazo, sangre fresca, o LCR y purificadas por centrifugacién
utilizando FICOLLPAQUE PLUS (Pharmacia, Upsala, Suecia) esencialmente como se describe por Kruse y
Sebald, 1992, EMBO J. 11: 3237-3244. Las células mononucleares de sangre periférica se incuban durante 7-
10 dias con un lisado de células que expresan una Molécula Antigénica. Células presentadoras de antigeno
pueden, opcionalmente, ser afiadidas al cultivo 24 a 48 horas antes del ensayo, con el fin de procesar y
presentar el antigeno en el lisado. Las células se cosechan luego por centrifugacién, y se lavan en medio RPMI
1640 (GibcoBRL, Gaithersburg, MD). 5x104 células T activadas/pocillo (PHA-blastos) estan en medio RPMI
1640 conteniendo 10% de suero fetal bovino, 10 mM HEPES, pH 7.5, 2 mM de L-glutamina, 100 unidades/ml de
penicilina G y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina en placas de 96 pocillos durante 72 horas a 37°C,
pulsadas con 1 pCl >H-timidina (DuPont NEN, Boston, MA)/pocillo durante 6 horas, cosechadas, y la
radiactividad medida en un contador de centelleo TOPCOUNT (Packard Instrument Co., Meriden, Conn.).

5.5.3 Ensayo de Respuesta de Anticuerpos

0194 En una cierta realizacion de la invencion, la inmunogenicidad de un complejo molecular de la invencién
que comprende glicoproteinas oligomerizadas se determina midiendo los anticuerpos producidos en respuesta
a la administracion con el complejo. En un modo de la realizacion, las placas de microtitulacion (Placa Inmuno |l
de 96-pocillos, Nunc) se recubren con 50 pl/pocillo de una solucién de 0.75 pg/ml de una forma purificada, no
complejada del péptido antigénico utilizado en el complejo molecular (por ejemplo AB42) en PBS a 4°C durante
16 horas y a 20°C durante 1 hora. Los pocillos son vaciados y bloqueados con 200 ul PBS-T-BSA (PBS que
contenia 0.05% (v/v) TWEEN 20 y 1% (p/v) de albumina de suero bovino) por pocillo a 20°C durante 1 hora,
luego se lava 3 veces con PBS-T. Cincuenta pl/pocillo de plasma o CSF de un animal (tal como un ratén
modelo o un paciente humano) que ha recibido el complejo molecular de la invencion se aplica a 20°C durante
1 hora, y las placas se lavan 3 veces con PBS -T. La actividad de anticuerpos anti-péptido se mide entonces
calorimétricamente después de incubar a 20°C durante 1 hora con 50 pl/pocillo de inmunoglobulina de oveja
anti-raton o anti-humana, segun proceda, conjugada con peroxidasa de rabano picante (Amersham) diluida
1:1500 en PBS-T-BSA y (después de 3 lavados PBS-T mas como arriba) con 50 ul de una solucion de sustrato
o-fenilendiamina (OPD)-H,0O,. La reaccién se para con 150 pyl de H,SO, 2M después de 5 minutos y se
determina la absorbancia en un fotémetro Kontron TR-210 (SLT Lab-instr., Zurich, Suiza) a 492 nm (ref. 620
nm).

5.5.4 Ensayo de Deteccion de Citoquinas

0195 La respuesta proliferativa de células T CD4+ a los complejos HSP de la invenciéon se puede medir por
deteccion y cuantificacién de los niveles de citoquinas especificas. En una realizacién, por ejemplo, las
citoquinas intracelulares se pueden medir utilizando un ensayo de deteccion IFN-y para probar la
inmunogenicidad de un complejo de la invencion. En un ejemplo de este método, las células mononucleares de
sangre periférica de un sujeto tratado con un complejo lectina-HSP-péptido son estimuladas con antigenos
peptidicos de un tumor determinado o con antigenos peptidicos de un agente de enfermedad infecciosa. Las
células son luego tefidas con anticuerpos etiquetados especificos de células T detectables por citometria de
flujo, por ejemplo, anticuerpos anti-CD8 FITC-conjugados y anti-CD4PerCP-etiquetados. Después del lavado,
las células son fijadas, permeabilizadas, y reaccionadas con anticuerpos etiquetados con tinte reactivos con
IFN-y (PE-anti-IFN-y) humano. Las muestras son analizadas por citometria de flujo utilizando técnicas estandar.

0196 Alternativamente, puede usarse un inmunoensayo de filtro, el ensayo inmunospot ligado a enzimas
(ELISPOT), para detectar las citocinas especificas que rodean una célula T. En una realizacion, por ejemplo,
una placa de microtitulacién con respaldo de nitrocelulosa esta revestida con un anticuerpo primario purificado
especifico de citoquina, es decir, anti-IFN-y, y la placa se bloquea para evitar fondo debido a unién no
especifica de otras proteinas. Una muestra de células mononucleares de sangre, que contienen células
secretoras de citoquinas, es obtenida de un sujeto tratado con un complejo lectina-HSP-péptido, cuya muestra
es diluida en los pocillos de la placa de microtitulacion. Se afiade un anticuerpo anti-citoquina secundario
etiquetado, por ejemplo, marcado con biotina. El complejo anticuerpo citocina puede entonces ser detectado, es
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decir, por estreptavidina conjugadas con enzima - las células secretoras de citoquina apareceran como "puntos"
por métodos de deteccidn visuales, microscépicos, o electronicos.

5.5.5 Ensayo de Tetramero

0197 En otra realizacion, el ensayo " coloracion de tetramero " (Altman et al., 1996, Science 274: 94-96) puede
ser utilizado para identificar antigenos especificos de células T. Por ejemplo, en una realizacion, una molécula
MHC que contiene un antigeno peptidico especifico, tal como un antigeno especifico de tumor, es
multimerizado para hacer tetrameros peptidicos solubles y etiquetado, por ejemplo, por complejacién con
estreptavidina. El complejo MHC- antigeno péptido se mezcla luego con una poblacién de células T obtenidas a
partir de un sujeto tratado con un complejo lectina-HSP. Se utiliza luego biotina para tefiir las células T que
expresan el antigeno de interés, es decir, el antigeno especifico de tumor.

5.6 Combinacién con Inmunoterapia Adoptiva

Inmunoterapia adoptiva se refiere a un enfoque terapéutico para tratar cancer o enfermedades infecciosas en el
que se administran células inmunes a un huésped con el fin de que las células medien sea directa o
indirectamente la inmunidad especifica a células tumorales y/o componentes antigénicos o regresion del tumor
o tratamiento de enfermedades infecciosas, como sea el caso. (Ver la patente U.S. 5,985,270, emitida el 16 de
noviembre de 1999.) Como un paso opcional, de acuerdo con los métodos aqui descritos, las APC estan
sensibilizadas con el complejo molecular de la invencion y se utilizan en inmunoterapia adoptiva.

0199 En una realizacion, las células presentadoras de antigeno (APC) para uso en inmunoterapia adoptiva
estan sensibilizadas con HSPs asociadas a lectina complejadas con proteinas antigénicas preparadas segun
los métodos aqui descritos. Los complejos pueden ser producidos complejando lectina-Hsp a proteinas
antigénicas que se derivan de al menos 50% de las diferentes proteinas o al menos 100 proteinas diferentes
presentes en células antigénicas o particulas viricas que expresan un determinante antigénico de un agente
que causa la enfermedad infecciosa. Los complejos también pueden producirse por (a) someter una
preparacion de proteina derivada de células de dicho tipo de cancer sea a la digestion con una proteasa o
contacto con ATP, hidrocloruro de guanidinio, y/o acido, para generar una poblacién de péptidos antigénicos, y
(b) complejar la poblacién de péptidos antigénicos a lectina-Hsp.

0200 En ofra realizacion, la terapia mediante administraciéon de péptidos antigénicos, HSP y lectinas
complejados in vitro preparados por los métodos de la invencién se pueden combinar con inmunoterapia
adoptiva utilizando APC sensibilizadas por complejos HSP péptidos antigénicos preparados por cualquier
método conocido en la materia (ver, por ejemplo, Patente U.S. 5,985,270) en el que los péptidos antigénicos
muestran la antigenicidad deseada (por ejemplo, del tipo de cancer o patégeno). Las APC sensibilizadas
pueden ser administrada sola, en combinacién con las proteinas, HSPs y lectinas complejadas in vitro, o antes
o después de la administracion de las proteinas, HSPs y lectinas complejadas. En particular, el uso de APC
sensibilizadas para prevenir y tratar el cancer puede comprender ademas administrar al sujeto una cantidad,
eficaz para dicho tratamiento o prevencion, de complejos que comprenden lectina y proteina de choque térmico
complejadas con proteinas antigénicas, donde dichos complejos fueron producidos como se describe
anteriormente. De manera similar, el uso de APC sensibilizadas para tratar o prevenir un tipo de enfermedad
infecciosa, puede comprender ademas administrar al sujeto una cantidad, eficaz para dicho tratamiento o
prevencion, de complejos que comprenden proteinas de choque térmico y proteinas antigénicas asociadas con
lectina.

0201 Ademas, el modo de administracion de los complejos moleculares producidos in vitro de la invencion
puede ser variado, incluyendo pero no limitado a, por ejemplo, por via subcutanea, intravenosa o intramuscular,
aunque se prefiere la via intradérmica. En otra realizacion especifica, la inmunoterapia adoptiva por
administracion de células presentadoras de antigenos sensibilizadas con complejos hechos segun la presente
invencidon puede ser combinada con terapia por administracion de lectina asociada con complejos HSP-
Molécula Antigénica preparados por cualquier método conocido en la materia (ver por ejemplo, la Patente U.S.
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5,750,119, 5,837,251, 5,961,979, 5,935,576, publicaciones PCT WO 94/14976 o WO 99/50303) en el que las
Moléculas Antigénicas muestran la antigenicidad deseada (por ejemplo, del tipo de cancer o patégeno).

5.6.1 Obtenciéon de Macroéfagos y Células Presentadoras de Antigeno

0202 Las células presentadoras de antigeno, incluyendo pero no limitado a macréfagos, células dendriticas y
células B, se obtienen preferentemente por produccion in vitro de células madre y progenitoras de sangre
periférica humana o de médula 6ésea, como se describe por Inaba, K., et al., 1992, J. Exp. Med., 176:1693-1702.

0203 APC pueden obtenerse por cualquiera de diversos métodos conocidos en la materia. En un aspecto
preferido se usan macréfagos humanos, obtenidos de células sanguineas humanas. A modo de ejemplo pero
sin limitacion, se pueden obtener macréfagos como sigue:

0204 Se aislan células mononucleares de sangre periférica de un paciente (preferiblemente el paciente a
tratar), por centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque y se siembran en placas de cultivo de tejidos que son
pre-recubiertas con suero del propio paciente o con otro suero humano AB+. Las células se incuban a 37°C
durante 1 hora, luego las células no adherentes se separan por pipeteado. A las células adherentes que quedan
en el plato, se afiade (4°C) 1 mM EDTA frio en solucién salina tamponada con fosfato y los platos se dejan a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Las células son cultivadas, lavadas con tampén de RPMI vy
suspendidas en tampdén de RPMI. Un mayor numero de macréfagos se puede obtener mediante incubacion a
37°C con macrofagos-factor estimulante de colonias (M-CSF); puede obtenerse un numero aumentado de
células dendriticas mediante incubaciéon con macréfagos-granulocitos-factor estimulante de colonias (GM-CSF)
como se describe en detalle por Inaba, K., et al., 1992, J. Exp. Med., 176:1693-1702.

5.6.2 Sensibilizacion de Macréfagos y Células Presentadoras de Antigenos con Complejos Moleculares de la
Invencion

0205 Las APC se sensibilizan con complejos moleculares de la invencion, preferiblemente incubando las
células in vitro con los complejos. Las APC se sensibilizan con complejos que comprenden
glicoproteinas/glicopéptidos asociados con lectina y Moléculas Antigénicas por incubacion in vitro con los
complejos a 37°C durante 15 minutos a 24 horas. A modo de ejemplo pero no de limitacion, 5x10* macroéfagos
pueden incubarse con la concentracién deseada de Hsp, a partir de 150 ug/ml y titulando hacia abajo, a 37°C
durante 15 minutos-24 horas en 1 ml de medio RPMI puro. Las células se lavan tres veces y se resuspenden en
un medio fisiolégico preferiblemente estéril, a una concentracion conveniente (por ejemplo, 1x107/ml) para
inyeccién en un paciente. Preferiblemente, el paciente al que las APCs sensibilizadas se inyectan es el paciente
del que las APC se aislaron originalmente (realizacion autologa).

0206 Opcionalmente, la capacidad de APC sensibilizadas para estimular, por ejemplo, linfocitos T citotdxicos
(CTL) restringidos a clase | especificos de antigeno puede ser controlada por su capacidad para estimular CTLs
para liberar factor de necrosis tumoral, y por su capacidad para actuar como dianas de estos CTLs.

5.6.3 Reinfusiéon de APC Sensibilizadas

0207 El complejo molecular-APC sensibilizadas se reinfunde en el paciente sistémicamente, preferiblemente
por via intravenosa, por procedimientos clinicos convencionales. Estas células activadas se reinfunden,
preferentemente por administracion sistémica en el paciente autdlogo. Los pacientes reciben generalmente
desde unos 10° a unos 10" macrofagos sensibilizados, dependiendo de la afecciéon del paciente. En algunos
regimenes, los pacientes pueden recibir opcionalmente ademas una dosificacion adecuada de un modificador
de respuesta bioldgica, incluyendo pero no limitado a las citoquinas IFN-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, TNF u otro
factor de crecimiento de citoquinas.

5.7 Inmunoterapia Pasiva

0208 Las composiciones de la invencidn también se pueden utilizar para inmunoterapia pasiva contra cancerES
y enfermedades infecciosas. La inmunidad pasiva es la proteccion a corto plazo de un huésped, logradA por
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administracion de anticuerpo pre-formado dirigido contra un organismo heterélogo. Por ejemplo, pueden usarse
composiciones de la invencidon que comprenden complejos HSP-péptido obtenidos de células infectadas con
un organismo infeccioso y oligomerizados con moléculas de lectina para provocar una respuesta inmune en un
sujeto, el suero retirado del sujeto también se puede utilizar para el tratamiento o prevencion de una
enfermedad que es causada por el organismo infeccioso en otro sujeto.

5.8 Prevencién y Tratamiento de Enfermedades

0209 La presente invencién proporciona ademas una cantidad profilacticamente o terapéuticamente eficaz de
una composicion que comprende uno o mas complejos moleculares para uso en la prevencion o el tratamiento
de una enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedades infecciosas, anemia, deficiencias de hormona de
crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas, afecciones de inmunosupresion , etc.), en donde cada
complejo comprende una lectina asociada con una glicoproteina inmunolégicamente y/o biolégicamente activa.
En una realizacion, la glicoproteina es una Molécula Antigénica. En una realizacidon especifica, el complejo
comprende una lectina, una glicoproteina que es una Molécula Antigénica, y otra molécula, tal como una
proteina de choque térmico, que puede o no estar glicosilada. En otra realizacién, la glicoproteina no es una
Molécula Antigénica. En una realizacién especifica, la glicoproteina es una proteina de choque térmico
glicosilada. En otra realizacién, el complejo molecular de la invencién comprende una lectina, una glicoproteina
que no es una Molécula Antigénica, y una Molécula Antigénica (que puede o no puede ser una glicoproteina).
En una realizacion especifica, la Molécula Antigénica es una proteina (que incluye péptidos y polipéptidos) que
muestra la antigenicidad de un antigeno de un tipo de cancer o de un agente de una enfermedad infecciosa.
Las composiciones pueden ademas comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, el sujeto es un animal. En algunas realizaciones, el sujeto es un mamifero. En algunas
realizaciones, el sujeto es un animal de granja, como un caballo, una gallina, una oveja o un cerdo. En algunas
realizaciones, el sujeto es un animal doméstico, como un pajaro, un perro o un gato. En una realizacién
preferida, el sujeto es un humano.

0210 En una realizacion, "tratamiento" o "tratar" se refiere a una mejora de una enfermedad, o al menos un
sintoma discernible de la misma. En otra realizacion, "tratamiento" o "tratar" se refiere a una mejora de al menos
un parametro fisico medible asociado con una enfermedad, no necesariamente discernible por el sujeto. En otra
realizacion, "tratamiento" o "tratar" se refiere a la inhibicion de la progresién de una enfermedad, ya sea
fisicamente, por ejemplo, estabilizacién de un sintoma discernible, fisiolégicamente, por ejemplo, estabilizacion
de un parametro fisico, o ambos. En otra realizacion, "tratamiento” o "tratar" se refiere a retrasar el comienzo de
una enfermedad o trastorno.

0211 En ciertas realizaciones, las composiciones de la presente invencion se administran a un sujeto como una
medida preventiva contra una enfermedad. Como aqui se usa, "prevencion" o "prevenir" se refiere a una
reduccion del riesgo de adquirir una enfermedad dada como cancer o enfermedad infecciosa. En un modo de la
realizacion, las composiciones de la presente invencion se administran como una medida preventiva para un
sujeto que tiene una predisposicidon genética a un cancer. En otro modo de la realizacion, las composiciones de
la presente invencién se administran como una medida preventiva a un sujeto con exposicién a agentes
carcinégenos incluyendo pero no limitado a productos quimicos y/o radiacién, o a un sujeto con exposicion a un
agente de una enfermedad infecciosa.

0212 Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la administracion de las composiciones de la invencion conduce a
una inhibiciéon o reduccion del crecimiento de células cancerosas o agentes infecciosos en lo menos 99%, al
menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 60%, al
menos 50%, al menos 45%, al menos 40%, al menos 45%, al menos 35%, al menos 30%, al menos 25%, al
menos 20%, o al menos 10% con respecto al crecimiento en ausencia de dicha composicion.

0213 Las composiciones preparadas por métodos descritos en este documento comprenden complejos de
lectina asociados con glucoproteina(s), con preferencia proteina(s) de choque térmico. Las composiciones
pueden comprender ademas una poblacion de péptidos antigénicos (que pueden o no ser glicoproteinas). Las
composiciones de la invencién pueden ser utilizadas para inducir una reaccién inflamatoria en el sitio del tumor
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y, finalmente, pueden causar una regresion de la carga del tumor en los pacientes con cancer tratados. Las
composiciones de la invencién pueden mejorar la inmunocompetencia del sujeto y provocar inmunidad
especifica frente a agentes infecciosos o inmunidad especifica contra células pre-neoplasicas y neoplasicas.
Las composiciones de la invencion también pueden utilizarse para prevenir la aparicion y la progresion de
enfermedades infecciosas, y para inhibir el crecimiento y la progresién de células tumorales.

0214 Terapia de combinacion se refiere al uso de los complejos moleculares de la invencién con otra modalidad
para prevenir o tratar una enfermedad, por ejemplo, cancer, enfermedades infecciosas, anemia, deficiencias de
hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas, condiciones de supresion inmunoldgica. La
administracion de los complejos de la invencidon pueden aumentar el efecto de los agentes profilacticos o
terapéuticos, tales como agentes anticancerigenos o antiinfecciosos, y viceversa. Preferiblemente, esta forma
adicional de modalidad es una modalidad basada en no-lectina-HSP, es decir, esta modalidad no comprende
sea HSP o lectina como un componente. Este enfoque se denomina comunmente terapia de combinacion,
terapia adyuvante o terapia conjunta (los términos se utilizan aqui indistintamente). Con la terapia de
combinacion, se puede observar potencia aditiva o efecto terapéutico aditivo. También pueden esperarse
resultados sinérgicos, donde la eficacia terapéutica es mayor que la aditiva. El uso de terapia de combinacioén
también puede proporcionar mejores perfiles terapéuticos que la administracion de la modalidad de tratamiento,
o de los complejos de lectina-HSP por si solas. El efecto aditivo o sinérgico puede permitir que la dosis y/o
frecuencia de dosificacion de una o ambas modalidades se ajuste para reducir o evitar efectos no deseados o
adversos.

0215 De acuerdo con la invencion, pueden utilizarse complejos moleculares de la invencidon solos o en
combinacion con muchos tipos diferentes de modalidades de tratamiento. Algunas de esas modalidades son
particularmente utiles para un tipo especifico de cancer o enfermedad infecciosa y se discuten en la Seccion
5.8.1 y 5.8.2. Muchas otras modalidades tienen un efecto sobre el funcionamiento del sistema inmune y son
aplicables en general a ambas enfermedades neoplasicas e infecciosas.

0216 En una realizacion, se utilizan complejos moleculares de la invencién en combinacion con uno o mas
modificadores de respuesta biolégica para tratar cancer o enfermedad infecciosa. Un grupo de modificadores de
la respuesta bioldgica es las citoquinas. En una realizacion tal, una citoquina se administra a un sujeto que
recibe complejos moleculares de la invencion. En otra realizacion tal, los complejos moleculares se administran
a un sujeto que recibe un agente quimioterapéutico en combinacién con una citoquina. En diversas
realizaciones, pueden usarse una o mas citoquina (s) y se seleccionan del grupo que consiste de IL-1a, IL-18,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IFNa, IFNB, IFNy, TNFa, TNFB, G-CSF, GM-CSF,
TGF-B, IL-15, IL-18, el GM-CSF, INF-y, INF-a, SLC, proteina-2 endotelial de activacién de monocitos (EMAP2),
MIP-3a, MIP-3B, o un gen MHC, como HLA-B7. Ademas, otras citoquinas ejemplares incluyen otros miembros
de la familia TNF, incluyendo pero no limitado a el ligando inductor de apoptosis relacionada con TNF-a
(TRAIL), la citoquina inducida por la activacion relacionada con TNF-a (TRANCE), inductor débil de la apoptosis
relacionado con TNF-a (TWEAK), ligando de CD40 (CD40L), linfotoxina alfa (LT-a), linfotoxina beta (LT-B),
ligando OX40 (OX40L), ligando Fas (FaslL), ligando CD27 (CD27L), ligando CD30 (CD30L ), ligando 41BB
(41BBL), APRIL, LIGHT, TL1, TNFSF16, TNFSF17 y AITR-L, o una parte funcional de los mismos. Ver, por
ejemplo, Kwon et al., 1999, Curr. Opin. Immunol. 11:340-345 para una revision general de la familia de TNF.
Preferiblemente, los complejos moleculares se administran antes de las modalidades de tratamiento. En una
realizacion especifica, los complejos de la invencién se administran a un sujeto que recibe ciclofosfamida en
combinacion con IL-12 para el tratamiento del cancer.

0217 En ofra realizacién, los complejos moleculares de la invencién se utilizan en combinacién con uno o mas
modificadores de respuesta biolégica que son agonistas o antagonistas de diversos ligandos, receptores y
moléculas de transduccion de sefales del sistema inmune. Por ejemplo, los modificadores de respuesta
biolégica incluyen, pero no se limitan a agonistas de receptores de tipo Toll (TLR-2, TLR-7, TLR-8 y TLR-9;
LPS; agonistas de 41BB, 0OX40, ICOS y CD40, y antagonistas de ligando Fas, PD1, y CTLA-4. Estos agonistas
y antagonistas pueden ser anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, péptidos, compuestos peptidomiméticos y
polisacaridos.
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0218 En otra realizacién, se usan complejos moleculares de la invencién en combinacién con uno o mas
modificadores de respuesta biolégica que son acidos nucleicos inmunoestimulantes. Tales acidos nucleicos,
muchos de los cuales son oligonucleétidos que comprenden un motivo Cpg no metilado, son mitogénicos para
linfocitos vertebrados, y son conocidos por potenciar la respuesta inmune. Ver Woolridge et al., 1997, Blood
89:2994-2998. Tales oligonucleotidos se describen en las publicaciones de patente internacional N° WO
01/22972, WO 01/51083, WO 98/40100 y WO 99/61056, asi como las patentes U.S. 6,207,646, 6,194,388,
6,218,371, 6,239,116, 6,429,199, y 6,406,705. Otros tipos de oligonucleétidos inmunoestimulantes, tales como
oligodesoxinucledtidos que contienen fosforotioato motivos Yug y CpR han sido descritos por Kandimalla et al.,
en Quimica Bioorganica y Medicinal 9:807-813 (2001). También se abarcan oligonucledtidos
inmunoestimulantes que carecen de dinucledtidos Cpg que cuando se administran por vias mucosas
(incluyendo administracién en dosis baja) o en dosis altas a través de las vias parenterales, aumentan las
respuestas de anticuerpos, a menudo tanto como lo hicieron los acidos nucleicos Cpg, sin embargo la
respuesta fue sesgada por Th2 (IgG1>>IgG2a). Ver Patente U.S. N° de Publicaciéon 20010044416 A1. Pueden
realizarse métodos para determinar la actividad de oligonucleétidos inmunoestimulantes como se describe en
las patentes y publicaciones antes mencionadas. Ademas, los oligonucledtidos inmunoestimulantes pueden ser
modificados dentro del esqueleto de fosfato, azucar, nucleobase y vinculos internucleotidicos con el fin de
modular la actividad. Tales modificaciones son conocidas por los expertos en la materia.

0219 En ofra realizacién, los complejos moleculares de la invencién se utilizan en combinacién con uno o mas
adyuvantes. En una realizacion especifica, complejos moleculares de la invencion se utiliza en combinacién con
una saponina (por ejemplo, QS-21) y/o un oligonucleétido inmunoestimulante (por ejemplo, un oligonucleétido
que comprende al menos un dinucledtido Cpg). El adyuvante(s) se puede administrar por separado o presente
en una composicion en mezcla con complejos de la invencion. Un adyuvante sistémico es un adyuvante que se
puede suministrar por via parenteral. Adyuvantes sistémicos incluyen adyuvantes que crean un efecto depésito,
coadyuvantes que estimulan el sistema inmunoldgico y adyuvantes que hacen las dos cosas. Un adyuvante que
crea un efecto depdsito como se usa aqui, es un adyuvante que causa que el antigeno se libere lentamente en
el cuerpo, prolongando asi la exposicion de las células inmunes al antigeno. Esta clase de adyuvantes incluyen
pero no se limitan a alumbre (por ejemplo, hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio); o formulaciones a base
de emulsién que incluyen aceite mineral, aceite no mineral, emulsiéon de aceite agua-en-aceite o aceite-en-
agua, emulsiones aceite-en-agua tales como series Seppic ISA de adyuvantes Montanide (por ejemplo,
Montanide ISA 720, AirLiquide, Paris, Francia); MF-59 (una emulsidon de escualeno en agua estabilizado con
Span 85 y Tween 80; Chiron Corporation, Emeryville, Calif.; y PROVAX (una emulsiéon de aceite en agua que
contiene un detergente estabilizante y un agente formador de micelas; IDEC Pharmaceuticals Corporation, San
Diego, Calif.).

0220 Otros adyuvantes estimulan el sistema inmunitario, por ejemplo, provocan que una célula inmune
produzca y secrete citocinas o 1gG. Esta clase de adyuvantes incluye pero no se limita a acidos nucleicos
inmunoestimulantes, tales como oligonucleétidos Cpg; saponinas purificadas a partir de la corteza del arbol Q.
saponaria, tales como QS21; poli[di(carboxylatophen-oxi) fosfaceno (polimero PCPP; Virus Research Institute,
EE.UU.), derivados de lipopolisacaridos (LPS) tales como monofosforil lipido A (MPL; Ribi Immunochem
Research, Inc., Hamilton, Montana). muramil Bipéptido (MDP; Ribi) y treonil-muramil Bipéptido (t-MDP; Ribi);
OM-174 (un disacarido de glucosamina relacionado con el lipido A, OM Pharma SA, en Meyrin, Suiza); fosfatos
aminoalquil glucosaminida (AGPS, Corixa Corporation), y factor de elongacién de Leishmania (una proteina de
Leishmania purificada; Corixa Corporation, Seattle, Washington).

0221 Otros adyuvantes sistémicos son adyuvantes que crean un efecto depdsito y estimulan el sistema
inmunoldgico. Estos compuestos son aquellos compuestos que tienen ambas de las funciones de adyuvantes
sistémicos anteriormente identificadas. Esta clase de adyuvantes incluye pero no se limita a ISCOMs
(complejos inmunoestimulantes que contienen saponinas mixtas, lipidos y forma particulas de tamafio de virus
con poros que pueden contener antigeno; CSL, Melbourne, Australia); SB-AS2 (sistema adyuvante # 2
SmithKline Beecham, que es una emulsién de aceite en agua que contiene MPL y QS21: SmithKline Beecham
Biologicals [SBB], Rixensart, Bélgica); SB-AS4 (sistema adyuvante # 4 SmithKline Beecham, que contiene
alumbre y MPL; SBB, Bélgica); copolimeros de bloques no idnicos que forman micelas tales como CRL 1005
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(estos contienen una cadena lineal de polioxipropileno hidrofébico flanqueado por cadenas de polioxietileno;
Vaxcel, Inc., Norcross, Georgia) y Formulacién Adyuvante Syntex (SAF, una emulsion de aceite en agua que
contiene Tween 80 y un copolimero en bloque no i6nico; Quimicos Syntex, Inc., Boulder, Colorado).

0222 Los adyuvantes mucosales Utiles segun la invencion son adyuvantes que son capaces de inducir una
respuesta inmune de la mucosa en un sujeto cuando se administra a una superficie de la mucosa en conjuncion
con los complejos de la invencion. Adyuvantes mucosales incluyen pero no estan limitados a acidos nucleicos
Cpg (por ejemplo, la solicitud de patente PCT publicada WO 99/61056), toxinas bacterianas: por ejemplo,
toxina del colera (CT), derivados de CT, incluyendo pero no limitado a sub-unidad B de CT (CTB) (Wu et al.,
1998, Tochikubo et al., 1998.); CTD53 (Val a Asp) (Fontana et al., 1995); CTK97 (Val a Lys) (Fontana et al.,
1995); CTK104 (Tyr a Lys) (Fontana et al., 1995); CTD53/K63 (Val a Asp, Ser a Lys) (Fontana et al., 1995);
CTH54 (Arg a His) (Fontana et al., 1995); CTN107 (His a Asn) (Fontana et al., 1995); CTE114 (Ser a Glu)
(Fontana et al., 1995); CTE112K (Glu a Lys) (Yamamoto et al., 1997a); CTS61F (Ser a Phe) (Yamamoto et al.,
1997a, 1997b); CTS106 (Pro a Lys) (Douce et al, 1997, Fontana et al., 1995), Y CTK63 (Ser a Lys) (Douce et
al., 1997, Fontana et al., 1995), la toxina zonula occludens, zot, enterotoxina Escherichia coli labil al calor,
toxina labil (LT), derivados de LT, incluyendo pero no limitado a subunidad B de LT (LTB) (Verweij et al., 1998);
LT7K (Arg a Lys) (Komase et al., 1998, Douce et al., 1995); LT61F (Ser a Phe) (Komase et al., 1998); LT112K
(Glu a Lys) (Komase et al., 1998); LT118E (Gly a Glu) (Komase et al., 1998); LT146E (Arg a Glu) (Komase et
al., 1998); LT192G (Arg a Gly) (Komase et al., 1998); LTK63 (Ser a Lys) (Marchetti et al., 1998, Douce et al.,
1997, 1998, Di Tommaso et al., 1996), y LTR72 (Ala a Arg) (Giuliani et al., 1998), toxina Pertussis, PT. (Lycke et
al., 1992, Spangler BD, 1992, Freytag y Clemments, 1999, Roberts et al., 1995, Wilson et al., 1995) incluyendo
PT-9K/129G (Roberts et al., 1995, Cropley et al., 1995), derivados de la toxina (ver mas abajo) (Holmgren et al.,
1993, Verweij et al.,, 1998, Rappuoli et al., 1995, Freytag y Clements, 1999); derivados de lipidos A (por
ejemplo, monofosforil lipido A, MPL) (Sasaki et al., 1998, Vancott et al., 1998; derivados de Muramil Bipeptido
(MDP) (Fukushima et al., 1996, Ogawa et al., 1989, Michalek et al., 1983, Morisaki et al., 1983); proteinas
bacterianas de membrana externa (por ejemplo, lipoproteina de proteina A de superficie exterior (OspA) de
Borrelia burgdorferi, proteina de membrana externa de Neisseria meningitidis) (Marinaro et al., 1999, Van de
Verg et al., 1996); emulsiones aceite-en-agua (por ejemplo, MF59) (Barchfield et al., 1999, Verschoor et al.,
1999, O'Hagan, 1998); sales de aluminio (Isaka et al., 1998, 1999); y Saponinas (por ejemplo, QS21)
Biopharmaceuticals Aquila, Inc., Worster, Me.) (Sasaki et al., 1998, MacNeal et al., 1998), ISCOMs, MF-59 (una
emulsién de escualeno en agua estabilizada con Span 85 y Tween 80; Chiron Corporation, Emeryville, Calif.); la
serie Seppic ISA de adyuvantes Montanide (por ejemplo, Montanide ISA 720; AirLiquide, Paris, Francia);
PROVAX (una emulsion de aceite en agua que contiene un detergente estabilizante y un agente formador de
micelas; IDEC Pharmaceuticals Corporation, San Diego, California); Formulacién Coadyuvante Syntex (SAF;
Syntex Chemicals, Inc., Boulder, Colorado), poli[di(carboxilatofenoxi) fosfaceno (polimero PCPP; Virus
Research Institute, EE.UU.) y el factor de elongacién Leishmania (Corixa Corporation, Seattle, Washington).

5.8.1 CANCERES DIANA

0223 La administracion de las composiciones de la invencion, solas o con las APCs sensibilizadas, estimula la
inmunocompetencia del sujeto huésped y provoca inmunidad especifica contra las células preneoplasicas y/o
neoplasicas. Como aqui se usa, célula "preneoplasica" se refiere a una célula que esta en transicion de una
forma normal a una neoplasica. Evidencia morfolégica, cada vez mas respaldada por estudios de biologia
molecular, indica que la preneoplasia progresa a través de varios pasos. El crecimiento de células no-
neoplasicas a menudo consiste en hiperplasia, metaplasia, o mas particularmente, displasia (para revisién de
estas condiciones anormales de crecimiento, ver Robbins y Angell, 1976, Patologia de Base, 2da Ed., W.B.
Saunders Co., Filadelfia, pp. 68 -79). La hiperplasia es una forma de proliferacion celular controlada que implica
un aumento del numero de células en un tejido u érgano, sin alteracién significativa en la estructura o funcion.
Por ejemplo, la hiperplasia endometrial a menudo precede al cancer endometrial. La metaplasia es una forma
de crecimiento celular controlado en la cual un tipo de célula adulta o totalmente diferenciada sustituye a otro
tipo de célula adulta. La metaplasia puede ocurrir en células del tejido conectivo o epitelial. La metaplasia
atipica consiste en un epitelio metaplasico un tanto desordenado. La displasia es a menudo un precursor de
cancer, y se encuentra principalmente en el epitelio; es la forma mas desordenada de crecimiento celular no
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neoplasico, que implica una pérdida en la uniformidad de células individuales y en la orientaciéon arquitectonica
de las células. Células displasicas a menudo tienen nucleos muy manchados anormalmente grandes, y exhiben
pleomorfismo. La displasia caracteristicamente ocurre cuando existe irritacion o inflamacién crénica, y se
encuentra a menudo en el cuello uterino, las vias respiratorias, cavidad oral, y la vesicula biliar. Aunque las
lesiones preneoplasicas pueden progresar a neoplasia, también pueden permanecer estables durante largos
periodos de tiempo y pueden incluso regresar, en particular si el agente de incitacion es eliminado o si la lesion
sucumbe a un ataque inmunolégico por su huésped. Los canceres que pueden ser tratados con las
composiciones de la presente invencidon también incluyen, pero no se limitan a, sarcomas y carcinomas
humanos. Sarcomas y carcinomas humanos también responden a la inmunoterapia adoptiva por la
glicoproteina oligomerizada de complejos APCs sensibilizados.

0224 En una realizacion, la terapia de combinacién abarca, en adicién a la administracion de los complejos
moleculares de la invencion, los usos complementarios de una o mas modalidades que ayudan en la
prevencion o tratamiento del cancer, cuyas modalidades incluyen, pero no se limitan a agentes
quimioterapéuticos, inmunoterapia, agentes anti-angiogénicos, citocinas, hormonas, anticuerpos,
polinucledtidos, agentes terapéuticos de radiacion y fotodinamica. En realizaciones especificas, la terapia de
combinacion puede utilizarse para prevenir la recurrencia del cancer, inhibir metastasis, o inhibir el crecimiento
y/o la propagacion del cancer o metastasis.

0225 Tipos de canceres que se pueden tratar o prevenir mediante los métodos de la presente invencién
incluyen, pero no se limitan a los sarcomas y carcinomas humanos, por ejemplo, fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endotheliosarcoma,
linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma , sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de
préstata, carcinoma de células escamosas, carcinoma basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de la glandula
sudoripara, carcinoma de la glandula sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistoadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma,
carcinoma de conductos biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer
de cuello uterino, tumor testicular, cancer de pulmoén, carcinoma de pulmoén de células pequenas, carcinoma de
vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma,
retinoblastoma; leucemias, por ejemplo, leucemia linfocitica aguda y leucemia mieloide aguda (mieloblastica,
promielocitica, mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia), leucemia crénica (leucemia mielocitica cronica
(granulocitica) y leucemia linfocitica crénica), y la policitemia vera, linfoma (la enfermedad de Hodgkin y la
enfermedad no Hodgkin), mieloma mudltiple, macroglobulinemia de Waldenstrém, y la enfermedad de cadena
pesada.

0226 En otra realizacion, el paciente que tiene un cancer es inmunosuprimido por razén de haberse sometido a
terapia contra el cancer (por ejemplo, radiacion y quimioterapia) antes de la administracion de los complejos
moleculares de la invencion o la administracion de la APC lectina-Hsp sensibilizada.

0227 Hay muchas razones por las que se desea inmunoterapia proporcionada por la presente invencién para
uso en pacientes con cancer. En primer lugar, la cirugia con anestesia puede dar lugar a inmunosupresion. Con
inmunoterapia adecuada en el periodo preoperatorio, esta inmunosupresion puede prevenirse o invertirse. Esto
podria conducir a un menor nimero de complicaciones infecciosas y a acelerada cicatrizacion de heridas. En
segundo lugar, el volumen del tumor es minimo después de la cirugia y la inmunoterapia es mas probable que
sea eficaz en esta situacion. Una tercera razén es la posibilidad de que las células tumorales se desprendan en
la circulacién en cirugia y inmunoterapia efectiva aplicada en ese momento puede eliminar estas células.

0228 Los métodos preventivos y terapéuticos descritos en este documento estan dirigidos a mejorar la
inmunocompetencia del paciente con cancer antes de la cirugia, durante o después de la cirugia, y para inducir
inmunidad especifica de tumor a las células cancerosas, siendo el objetivo la inhibiciéon del cancer, y siendo el
ultimo objetivo clinico la regresién total y la erradicacion del cancer. Los métodos de la invencién también
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pueden utilizarse en individuos con riesgo mayor de un tipo particular de cancer, por ejemplo, debido a la
historia familiar o factores ambientales de riesgo.

0229 En algunas realizaciones, uno 0 mas agentes anti-cancerosos, ademas de los complejos moleculares de
la invencion, se administran a un sujeto necesitado del mismo para tratar o prevenir un cancer. Un agente anti-
cancer se refiere a cualquier molécula o compuesto que ayuda en el tratamiento de tumores o cancer. Ejemplos
de agentes anti-cancerosos que pueden ser utilizados en los métodos de la presente invencion incluyen, pero
no se limitan a: acivicin; aclarubicin; acodazole clorhidrato; acronine; adozelesin; aldesleukina; altretamina;
ambomicina; acetato de ametantrona; aminoglutetimida; amsacrina; anastrozol, antramicina; asparaginasa;
asperlin; azacitidina; azetepa; azotomicina; batimastat; benzodepa; bicalutamida; bisantreno clorhidrato;
bisnafide dimesilato; bizelesin; sulfato de bleomicina; brequinar sédico; bropirimina; busulfan; cactinomicina;
calusterona; caracemide; carbetimero; carboplatino; carmustina; carubicin clorhidrato; carzelesin; cedefingol;
clorambucilo; cirolemicina; cisplatino; cladribina; crisnatol mesilato; ciclofosfamida; citarabina; dacarbazina;
dactinomicina; daunorubicina clorhidrato; decitabina; dexormaplatin; dezaguanina; mesilato de dezaguanina;
diaziquone; docetaxel; doxorubicina; clorhidrato de doxorrubicina; droloxifeno; citrato droloxifeno;
dromostanolone propionato; duazomicina; edatrexate; eflornitina clorhidrato; elsamitrucin; enloplatin; enpromate;
epipropidine; epirubicina hidrocloruro; erbulozole; clorhidrato de esorubicin; estramustina; fosfato de sodio
estramustina; etanidazole; etopodsido; fosfato de etopdsido; etoprine; clorhidrato de fadrozol; fazarabine;
fenretinida; floxuridina; fosfato de fludarabina; fluorouracilo; flurocitabine; fosquidone; fostriecin de sodio;
gemcitabina; hidrocloruro de gemcitabina; hidroxiurea; clorhidrato de idarubicina; ifosfamida; ilmofosine;
interleuquina 1l (incluyendo el uso de interleuquina I, o rIL2), interferén alfa-2a; interferén alfa-2b; interferén alfa-
n1; interferon alfa-n3; interferén beta-1 a; interferén gamma-I b; iproplatin; clorhidrato de irinotecan; acetato de
lanredtida; letrozol; acetato de leuprolide; clorhidrato de liarozol; lometrexol de sodio; lomustina; clorhidrato de
losoxantrone; masoprocol; maitansina; clorhidrato de mecloretamina; acetato de megestrol; acetato de
melengestrol; melfalan; menogaril; mercaptopurina; metotrexato; metotrexato de sodio; metoprine; meturedepa,;
mitindomide; mitocarcin; mitocromin; mitogillin; mitomalcin; mitomicina; mitosper; mitotano; clorhidrato de
mitoxantrona, acido micofendlico; nocodazole; nogalamicina; ormaplatin; oxisuran; paclitaxel; pegaspargasa;
peliomicina; pentamustine; peplomycin sulfato; perfosfamida; pipobroman; piposulfan; clorhidrato de
piroxantrone; plicamicina; plomestane; porfimero de sodio; porfiromicina; prednimustina; clorhidrato de
procarbazina; puromicina; clorhidrato de puromicina; pyrazofurin; riboprine; rogletimide; safingol; clorhidrato de
safingol; semustina; simtrazene; sparfosate de sodio; sparsomicina; clorhidrato de espirogermanio;
spiromustine; spiroplatin; streptonigrin; estreptozocina; sulofenur; talisomicina; tecogalan de sodio; tegafur;
clorhidrato de teloxantrone; temoporfina; teniposido; teroxirone; testolactona; thiamiprine; tioguanina; tiotepa;
tiazofurin; tirapazamina; toremifeno citrato; acetato de trestolone; fosfato de triciribine; trimetrexato; trimetrexato
glucuronato; triptorelina; clorhidrato de tubulozole; mostaza de uracilo; uredepa; vapreotida; verteporfina; sulfato
de vinblastina; vincristina; vindesina; sulfato de vindesina; sulfato de vinepidine; sulfato de vinglycinate; sulfato
de vinleurosine; tartrato de vinorelbina; sulfato de vinrosidine; sulfato de vinzolidine; vorozol; zeniplatin;
zinostatin; clorhidrato de zorubicin.

0230 Otros farmacos contra el cancer que pueden ser usados incluyen, pero no se limitan a: 20-epi-1,25
dihidroxivitamina D3; 5-etiniluracilo; abiraterona; aclarubicin; acylfulvene; adecypenol; adozelesin; aldesleukina;
antagonistas ALL-TK; altretamina; ambamustina; amidox, amifostina, acido aminolevulinico; amrubicin;
amsacrina; anagrelida; anastrozol; andrographolide; inhibidores de la angiogénesis, antagonista D, antagonista
G; antarelix, proteina morfogenética-1 anti-dorsalizante; antiandrégeno, carcinoma de prostata; antiestrégeno;
antineoplaston; oligonucledtidos antisentido; glicinato aphidicolin; genes moduladores de la apoptosis,
reguladores de la apoptosis, acido apurinico; ara-CDP-DL-PTBA; deaminasa arginina; asulacrina; atamestano;
atrimustina; axinastatin 1; axinastatin 2; axinastatin 3; azasetron; azatoxina; azatyrosina; derivados de bacatina
Ill; balanol; batimastat; antagonistas del BCR/ABL; benzoclorinas; benzoilstaurosporina; derivados
betalactamicos; beta-aletina; betaclamicina B; acido betulinico; inhibidor de bFGF; bicalutamida; bisantreno;
bisaziridinilspermina; bisnafide; bistratene A; bizelesin; breflate; bropirimina; budotitane; butionina sulfoximina;
calcipotriol; calfostina C; derivados de camptotecina; canaripox de IL-2; capecitabina; carboxamida-amino-
triazol; carboxyamidotriazole; CaRest M3; CARN 700; inhibidor derivado de cartilago; carzelesin; inhibidores de
la caseina quinasa (ICOS); castanospermina; cecropina B; cetrorelix; chlorlns; cloroquinoxalina sulfonamida;
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cicaprost; cis-porfirina; cladribina, analogos de clomifeno, clotrimazol; collismicina A, collismicina B;
combretastatina A4; combretastatina analdgica; conagenin; crambescidin 816; crisnatol; criptoficina 8; derivados
de criptoficina A; curacin A; ciclopentantraquinonas; cicloplatam; cipemicina; citarabina ocfosfate; factor
citolitico; citostatina; dacliximab; decitabina; deshidrodidemnina B; deslorelina; dexametasona; dexifosfamida;
dexrazoxano; dexverapamil; diaziquone; didemnina B; didox; dietilnorspermina; dihidro-5-azacitidina;
dihidrotaxol, 9-; dioxamicina; Bifenilo spiromustine; docetaxel; docosanol; dolasetrén; doxifluridine; droloxifeno;
dronabinol; duocarmicina SA; ebselen; ecomustine; edelfosina; edrecolomab; eflornitina; elemene; emitefur;
epirubicina; epristeride; estramustina analdgica; agonistas de estrogenos; antagonistas de estrégenos;
etanidazol; fosfato de etopdsido; exemestano; fadrozol; fazarabine; fenretinida, filgrastim; finasteride;
flavopiridol; flezelastine; fluasterone; fludarabina; clorhidrato de fluorodaunorunicina; forfenimex; formestano;
fostriecin; fotemustina; texapirina gadolinio; nitrato de galio; galocitabine; ganirelix; inhibidores de la gelatinasa;
gemcitabina; inhibidores de glutation; hepsulfam; heregulina; bisacetamida hexametileno; hipericina; acido
ibandrénico; idarubicina; idoxifeno; idramantone; ilmofosine; ilomastat; imidazoacridones; imiquimod, péptidos
inmunoestimulantes; inhibidor receptor del factor de crecimiento-1 tipo insulina; agonistas de interferén;
interferones; interleucinas; iobenguano; iododoxorubicin; ipomeanol, 4-; iroplact; irsogladine; isobengazol;
isohomohalicondrin B; itasetron; jasplakinolide; Kahalalido F; lamellarin-N triacetato; lanredtida; leinamicina;
lenograstim; sulfato de lentinan; leptolstatin; letrozol; factor inhibidor de la leucemia, interferén alfa leucocitario;
leuprolide+estrégeno+progesterona; leuprorelina; levamisol; liarozol; poliamina lineal analdgica; péptido
disacarido lipofilico; compuestos lipofilicos de platino; lissoclinamida 7; lobaplatin; lombricine; lometrexol;
lonidamina; losoxantrone; lovastatina; loxoribine; lurtotecan; lutecio texapirina; lisofillina; péptidos liticos;
maitansina; mannostatin A; marimastat; masoprocol; maspin; inhibidores de matrilisina; inhibidores de
metaloproteinasas de matriz; menogaril; merbarone; meterelin; methioninase; metoclopramida; inhibidor MIF,
mifepristona; miltefosina; mirimostim; ARN de doble cadena no coincidentes; mitoguazona; mitolactol; analogos
de mitomicina; mitonafide; factor saporina de crecimiento de fibroblasto de mitotoxina; mitoxantrona;
mofarotene; molgramostim; anticuerpo monoclonal; gonadotrofina coridnica humana; monofosforil lipido
A+micoobacteriana de la pared celular SK; mopidamol; inhibidores de gen de resistencia a multiples farmacos;
supresor de tumores multiples basado en terapia-1; agente mostaza anti-cancer; micaperoxido B; extracto de
pared celular micobacteriana; miriaporona, N-acetildinalina; benzamidas N-sustituidas; nafarelina; nagrestip;
naloxona+pentazocina; napavin; nafterpin; nartograstim; nedaplatin; nemorubicin; acido neridrénico;
endopeptidasa neutra; nilutamida; nisamicina; moduladores de 6xido nitrico; antioxidante nitréxido; nitrullina; 06-
bencilguanina; octreotida; okicenona; oligonucleétidos; onapristona; ondansetrén; ondansetron; oracin; inductor
oral de citoquinas; ormaplatin; osaterona; oxaliplatino; oxaunomicina; paclitaxel; analogos de paclitaxel;
derivados de paclitaxel; palauamine; palmitoilrhizoxina; acido pamidrénico; panaxitriol; panomifene; parabactin;
pentosano polisulfato de sodio;; pazelliptine; pegaspargasa; peldesina pentostatina; pentrozol; perflubron;
perfosfamida; alcohol perilico; fenazinomicina; fenilacetato; inhibidores de la fosfatasa; picibanil; clorhidrato de
pilocarpina; pirarubicin; piritrexim; placetin A; placetin B, inhibidor del activador del plasminégeno; complejo de
platino; compuestos de platino; complejo platino-triamina; porfimero sddico; porfiromicina; prednisona; propilo
bis acridona; prostaglandina J2; inhibidores del proteasoma; proteina A con sede en inmunomodulador;
inhibidor de la proteina quinasa C; inhibidores de la proteina quinasa C; microalgas; inhibidores de la proteina
tirosina fosfatasa; inhibidores nucleésidos de la purina fosforilasa; purpurins; pyrazoloacridine; polioxietileno
hemoglobina pyridoxylated conjugado; antagonistas de raf; raltitrexed; ramosetron; inhibidores ras farnesil de la
proteina transferasa; inhibidores del SRA; inhibidor de la RAS-GAP; retelliptine desmetilado; renio Re etidronato
186; rizoxina; ribozimas; retinamida RII; rogletimida; rohitukina; romurtide; roquinimex; rubiginone B1; ruboxil;
safingol; saintopin; sarCNU; sarcofitol A; sargramostim; miméticos Sdi 1; semustina; inhibidor 1 derivado de
senescencia; oligonucledtidos sentido; inhibidores de transduccién de sefiales; moduladores de transduccion de
sefales; proteina ligante de antigeno de cadena simple; sizofiran; sobuzoxane; borocaptato de sodio;
fenilacetato de sodio; solverol; proteina vinculante de somatomedina; sonermin; acido sparfésico; spicamicina
D; spiromustina; splenopentin; spongistatina 1; escualamina; inhibidor de células madre; inhibidores de division
de células madre; stipiamida; inhibidores de estromelisina; sulfinosina; antagonista superactivo del péptido
intestinal vasoactivo; suradista; suramina; swainsonina; glicosaminoglicanos sintéticos; tallimustina; metioduro
tamoxifeno; tauromustina; tazaroteno; tecogalan de sodio; tegafur; tellurapirilio; inhibidores de la telomerasa;
temoporfina; temozolomida; tenipdsido; tetraclorodecadxido; tetrazomina; taliblastina; tiocoralina;
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trombopoyetina; trombopoyetina mimética; timalfasina; agonista del receptor de timopoyetina; timotrinan;
hormona estimulante del tiroides; etiopurpurin etilo de estafo; tirapazamina; titanoceno bicloruro; topsentin;
toremifeno; factor de células madre totipotentes; inhibidores de la traslacion; tretinoina; triacetiluridina; triciribina;
trimetrexato; triptorelina; tropisetrén; turosteride; inhibidores de la tirosina quinasa; tirfostinas; inhibidores de la
UBC; ubenimex; factor inhibidor de crecimiento urogenital derivado de seno; antagonistas del receptor de
uroquinasa; vapreotida; variolin B; sistema de vectores; terapia génica de eritrocitos; velaresol; veramina;
verdinas; verteporfina; vinorelbina; vinxaltine; vitaxin; vorozol; zanoterone; zeniplatin; zilascorb y zinostatina
stimalamero.

0231 Un agente anticanceroso puede ser un agente quimioterapéutico que incluye pero no esta limitado a, los
siguientes grupos de compuestos: antibidticos citotdxicos, antimetabolitos, agentes anti-mitdticos, agentes
alquilantes, compuestos de platino, compuestos de arsénico, inhibidores de la topoisomerasa de ADN, taxanos,
nucledsidos analogos, alcaloides de plantas, y toxinas, y derivados sintéticos de los mismos. La tabla 2
enumera ejemplos de compuestos de los grupos:

TABLA 2
Agentes alquilantes
Mostazas nitrogenadas: Ciclofosfamida
Ifosfamida

Trofosfamida

Clorambucil

Nitrosoureas: Carmustina (BCNU)

Lomustina (CCNU)

Alquilsulfonatos: Busulfan
Treosulfan

Triacenos: Dacarbazina

Compuestos que contienen platino: Cisplatino

Carboplatino

Aroplatin

Oxaliplatino

Alcaloides de plantas

Alcaloides de la vinca: Vincristina

Vinblastina

Vindesina

Vinorelbina

Taxoides: Paclitaxel
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Docetaxol
Inhibidores de la Topoisomerasa de ADN
Epipodophyllins: Etopdsido
Tenipdsido
Topotecan

9-aminocamptotecina

Camptotecina
Crisnatol
Mitomicinas: Mitomicina C
Anti-folatos:
Inhibidores DHFR: Metotrexato

Trimetrexato

Inhibidores IMP deshidrogenasa:

Acido micofendlico

Tiazofurin

Ribavirina

EICAR

Inhibidores Ribonuclotide reductasa:

Hidroxiurea

Deferoxamina

Analogos de la pirimidina:

Analogos de Uracilo:

5-Fluorouracilo

Floxuridina

Doxifluridine

Ratitrexed

Analogos de citosina:

Citarabina (ara C)

Citosina arabindsido

Fludarabina

Analogos de purina:

Mercaptopurina
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Tioguanina

Antimetabolitos de ADN: 3-HP

2'-desoxi-5-fluorouridina

5-HP

alfa-TGDR

aphidicolin glicinato

ara-C

5-aza-2'-desoxicitidina

beta-TGDR cyclocytidine guanazole

inosina glycodialdehyde macebecin |l

pyrazoloimidazole

Agentes antimitdticos: allocolchicine

Halichondrin B

colchicina

derivado de colchicina

dolstatin 10

maitansina

rizoxina

tiocolchicina

cisteina ftritilo

Oftros:

Inhibidores de isoprenilacion:

Neurotoxinas dopaminérgicas: 1-metil-4-phenylpyridinium iones
Inhibidores del ciclo celular: Estaurosporina
Actinomicinas: Actinomicina D

Dactinomicina

Bleomicinas: Bleomicina A2

Bleomicina B2

Peplomycin
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Antraciclinas: Daunorrubicina

Doxorrubicina (adriamicina)

Idarubicina

Epirubicina

Pirarubicin

Zorubicin

Mitoxantrona

Inhibidores de MDR: Verapamilo

Inhibidores Ca** de ATPasa: Thapsigargin

0232 Composiciones que comprenden uno o mas agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, FLAG, CHOP)
también se contemplan en la presente invencion. FLAG comprende fludarabina, arabindsido de citosina (Ara-C)
y G-CSF. CHOP comprende ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina y prednisona. Cada una de las listas
anteriores es ilustrativa, y no se pretende que sean limitativas.

0233 En una realizacion, el cancer de mama puede ser tratado con una composicion farmacéutica que
comprende complejos de la invencidon en combinacion con, 5-fluorouracilo, cisplatino, docetaxel, doxorubicina,
Herceptin ®, gemcitabina, IL-2, paclitaxel, y/o VP-16 (etopdsido).

0234 En otra realizacion, el cancer de prostata puede ser tratado con una composicién farmacéutica que
comprende complejos de la invencién en combinacién con paclitaxel, docetaxel, mitoxantrona, y/o un
antagonista receptor de andrégenos (por ejemplo, flutamida).

0235 En oftra realizacién, la leucemia puede ser tratada con una composicién farmacéutica que comprende
complejos de la invencién en combinacion con fludarabina, citosina arabindsido, ozogamicina (Mylotarg),
metotrexato daunorrubicina, vincristina, 6-mercaptopurina, idarubicina, mitoxantrona, etopdsido, asparaginasa,
prednisona y/o ciclofosfamida. Como otro ejemplo, el mieloma puede ser tratado con una composicién
farmacéutica que comprende complejos de la invencién en combinacién con dexametasona.

0236 En otra realizacion, el melanoma puede ser tratado con una composicion farmacéutica que comprende
complejos de la invencion en combinacién con dacarbazina.

0237 En otra realizacién, el cancer colorrectal puede ser tratado con una composicion farmacéutica que
comprende complejos de la invencién en combinacién con irinotecan.

0238 En otra realizacién, el cancer de pulmén puede ser tratado con una composicion farmacéutica que
comprende complejos de la invencién en combinacién con paclitaxel, docetaxel, etopésido y/o cisplatino.

0239 En otra realizaciéon, el linfoma no-Hodgkin puede ser tratado con una composicién farmacéutica que
comprende complejos de la invencidn en combinacion con ciclofosfamida, CHOP, etopésido, bleomicina,
mitoxantrona y/o cisplatino.

0240 En otra realizacion, el cancer gastrico puede ser tratado con una composiciéon farmacéutica que
comprende complejos de la invencién en combinacién con cisplatino.

0241 En ofra realizacion, el cancer de pancreas puede ser tratado con una composiciéon farmacéutica que
comprende complejos de la invencién en combinacién con gemcitabina.
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0242 De acuerdo con la invencion, los complejos de la invencion se pueden administrar antes, posteriormente,
o simultaneamente con agente(s) anti-cancer, para la prevencion o tratamiento del cancer. Dependiendo del
tipo de cancer, la historia del sujeto y condicion, y el agente(s) anti-cancer de eleccion, el uso de los complejos
de la invencion puede ser coordinado con la dosis y el momento de la quimioterapia.

0243 El uso de los complejos de la invencién puede ser afadido a un régimen de quimioterapia. En una
realizacion, el agente quimioterapéutico es gemcitabina a una dosis que varia desde 100 hasta 1000
mg/m2/ciclo. En una realizacion, el agente quimioterapéutico es dacarbazina a una dosis que varia desde 200
hasta 4000 mg/m?/ciclo. En una realizacion preferida, la dosis de dacarbazina oscila de 700 a 1000 mg/
m /CIC|O En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es fludarabina en dosis que van desde 25 hasta 50
mg/ m ?/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es citosina arabinésido (Ara-C) a una dosis que
varia desde 200 hasta 2000 mg/ m?/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es docetaxel a una
dosis de 1,5 a 7,5 mg/kg/ciclo. En ofra realizacion, el agente quimioterapéutico es paclitaxel a una dosis que va
desde 5 a 15 mg/kg/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es cisplatino en una dosis que va
desde 5 a 20 mg/kg/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es 5-fluorouracilo en una dosis que
va desde 5 a 20 mg/kg/ciclo. En ofra realizacién, el agente quimioterapéutico es doxorubicina a una dosis que
va desde 2 a 8 mg/kg/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es epipodofilotoxina a una dosis
que va desde 40 a 160 mg/kg/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es ciclofosfamida a una
dosis que va desde 50 a 200 mg/kg/ciclo. En otra realizacién, el agente qU|m|oterapeut|co es irinotecan a una
dosis que va de 50 a 75, 75 a 100, 100 a 125, o 125 a 150 mg/ m ?Iciclo. En otra realizacion, el agente
quimioterapéutico es vinblastina a una dosis que varia desde 3.7 hasta 5.4, 55a7.4,7.5a 11,0 11 a 18.5
mg/m2/0|clo En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es vincristina a una dosis de 0.7 a 1 4,015a2
mg/ m ?Iciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es metotrexato a una dosis que varia desde 3.3 a
5,5a 10, 10 a 100, o 100 a 1000 mg/ m*/ciclo.

0244 En una realizacion preferida, la invencion abarca el uso de bajas dosis de agentes quimioterapéuticos
cuando se administran como parte del régimen de terapia de combinacion. Por ejemplo, el tratamiento inicial
con los complejos de la invencion aumenta la sensibilidad de un tumor a la estimulacion subsiguiente con una
dosis de agente quimioterapéutico, cuya dosis esta cerca o por debajo del rango inferior de dosis cuando el
agente quimioterapéutico se administra sin complejos de la invencién.

0245 En una realizacion, los complejos de la invencion y una dosis baja (por ejemplo, 6 a 60 mg/ m?/dia o
menos) de docetaxel se administran a un paciente con cancer En otra realizacién, los complejos de la
invencion y una dosis baja (por ejemplo, 10 a 135 mg/ m*dia 0 menos) de paclitaxel se administran a un
pamente con cancer. En otra realizacion, los complejos de la invencion y una dosis baja (por ejemplo, 2.5 a 25
mg/ m %/dia o menos) de fludarabina se administran a un paC|ente con cancer. En otra realizacion, los complejos
de la invencién y una dosis baja (por ejemplo, 0.5a 1.5 g/ m ?/dia o menos) de citosina arabindsido (Ara-C) se
administran a un paciente con cancer.

0246 En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es gemcitabina a una dosis que va desde 10 a 100mg/
m?/ciclo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es cisplatino, PLATINOL por ejemplo o PLATINOL
AQ-(Bristol Myers), a una dosis que va desde 5 a 10, 10 a 20, 20 a 40, o 40 a 75 mg/ m%ciclo. En otra
realizacion, una dosis de cisplatino que va desde 7.5 hasta 75 mg/ m ?Iciclo se admlnlstra a un paciente con
cancer de ovario. En otra realizacién, una dosis de cisplatino que va de 5 a 50 mg/ m ?Iciclo se administra a un
paciente con cancer de vejiga. En otra realizacién, el agente quimioterapéutico es carboplatlno por ejemplo,
PARAPLATIN (Bristol Myers), a una dosis de 2 a 4, 4 a 8, 8 a 16, 16 a 35, 0 35 a 75 mg/ m”/ciclo. En otra
realizacion, una dosis de carboplatino que va de 7.5 a 75 mg/m2/ciclo se administra a un paciente con cancer
de ovario. En oftra realizacion, una dosis de carboplatino que va de 5 a 50 mg/ m ?Iciclo se administra a un
paciente con cancer de vejiga. En otra realizacion, una dosis de carboplatino que va de 2 a 20 mg/ m*/ciclo se
administra a un paciente con cancer de testiculo. En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es docetaxel,
por ejemplo, TAXOTERE (Rhone Poulenc Rorer) a una dosis que va de 6 a 10, 10 a 30, o mg/ m?/ciclo 30 a 60.
En otra realizacion, el agente quimioterapéutico es paclitaxel, taxol, por ejemplo, (Bristol Myers Squibb), a una
dosis de 10 a 20, 20 a 40, 40 a 70, 6 70 a 135 mg/kg/ciclo. En otra realizacién, el agente quimioterapéutico es
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5-fluorouracilo en una dosis que varia de 0.5 a 5 mg/kg/ciclo. En otra realizacién, el agente quimioterapéutico es
doxorubicina, por ejemplo, ADRIAMICINA (Pharmacia & Upjohn), DOXIL (Alza), RUBEX (Bristol Myers Squibb),
aunadosisde2a4,4a8,8a15,15a 30, o 30 a 60 mg/kg/ciclo.

0247 En otra realizacion, los complejos de la invencion se administran en combinacién con uno o mas agentes
inmunoterapéuticos, tales como anticuerpos y vacunas. En una realizacion preferida, los anticuerpos tienen
usos terapéuticos y/o profilacticos in vivo contra el cancer. En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden
usarse para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades infecciosas. Ejemplos de anticuerpos terapéuticos y
profilacticos incluyen, pero no se limitan a, MDX-010 (Medarex, NJ), que es un anticuerpo anti-CTLA-4
humanizado actualmente en clinica para el tratamiento del cancer de prostata; SYNAGIS ® (Medimmune, MD),
el cual es un virus sincitial anti-respiratorio humanizado (RSV) anticuerpo monoclonal para el tratamiento de
pacientes con infeccion por RSV, HERCEPTIN ® (Trastuzumab) (Genentech, CA), que es un anticuerpo
monoclonal anti-HER2 humanizado para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico. Otros
ejemplos son un anti-CD18 F (ab ')2 humanizado (Genentech); CDP860 que es un anti-CD18 F (ab")2
humanizado (Celltech, Reino Unido); PRO542 que es un anticuerpo anti-gp120 del VIH fusionado con CD4
(Transgénicos Progenics/Genzyme); Ostavir que es un virus anticuerpo anti hepatitis B humano (Laboratorio de
Disefo de Proteinas/Novartis), PROTOVIR™ que es un anticuerpo anti-CMV de IgG1 humanizado (Laboratorio
de Disefio de Proteinas/Novartis), MAK-195 (SEGARD) el cual es un murino anti-TNF-aF (ab')2 (Knoll Pharma /
BASF), IC 14, el cual es un anticuerpo anti-CD 14 (ICOS Pharm); un anticuerpo anti-VEGF IgG1 humanizado
(Genentech); OVAREX™ el cual es un anticuerpo murino anti-CA 125 (AltaRex); PANOREX™ el cual es un
anticuerpo 1gG2a antigeno de superficie celular murino anti-17-IA (Glaxo Wellcome/Centocor); BEC2 que es un
murino anti-idiotipo (GD3 epitopo) anticuerpo IgG (Sistema ImClone); IMCC225 que es un anticuerpo anti-EGFR
IgG quimerico (Sistema ImClone); VITAXIN™ que es un anticuerpo integrino anti-aV3 humanizado (Evolucion
Molecular Aplicada/MedImmune); Campath 1H/LDP-03 que es un anticuerpo anti CD52 IgG1 humanizado
(LeukoSite); Smart M195 que es un anticuerpo anti-CD33 IgG humanizado (Laboratorio de Disefio de
Proteinas/Kanebo); RITUXAN™ que es un anticuerpo anti-CD20 1gG1 quimerico (IDEC Pharm/Genentech,
Roche/Zettyaku); LYMPHOCIDE™ que es un anticuerpo anti-CD22 IgG humanizado (Immunomedics); Smart ID
10, que es un anticuerpo anti-HLA humanizado (proteinas Laboratorio de Disefio); ONCOLYM™ (Lym-1) es un
anticuerpo reactivo de diagnoéstico anti-HLA radiomarcado murino (Techniclone); ABX-IL8 es un anticuerpo anti-
IL8 humano (Abgenix); anti-CD11a es un anticuerpo IgG1 humanizado (Genentech/Xoma); ICM3 es un
anticuerpo anti-ICAM3 humanizado (ICOS Pharm), IDEC-114 es un anticuerpo anti-CD80 primatizado (IDEC
Pharm/Mitsubishi); ZEVALIN™ es un anticuerpo anti-CD20 radiomarcado murino (IDEC/Schering AG); IDEC-
131 es un enticuerpo anti-CD40L humanizado (IDEC / Eisai), el IDEC-151 es un anticuerpo anti-CD4
primatizado (IDEC), IDEC-152 es un anticuerpo anti-CD23 primatizado (IDEC/Seikagaku); SMART anti-CD3 es
un anticuerpo anti-CD3 IgG humanizado (Protein Design Lab); 5G1.1 es un anticuerpo factor 5 anti-
complemento humanizado (C5) (Alexion Pharm); D2E7 es un anticuerpo anti-TNF-a humanizado (CAT/BASF);
CDP870 es un fragmento Fab anti-TNF-a humanizado (Celltech), IDEC-151 es un anticuerpo anti-CD4 1gG1
primatizado (IDEC Pharm/SmithKline Beecham), MDX-CD4 es un ser anticuerpo anti-CD4 IgG humano
(Medarex/Eisai/Genmab); CDP571 es un anticuerpo anti-TNF-algG4 humanizado (Celltech), LDP-02 es un
anticuerpo anti-a437 humanizado (LeukoSite/Genentech); OrthoClone OKT4A es un anticuerpo anti-CD4 1gG
humanizado (Ortho Biotech); ANTOVA™ es un anticuerpo anti-CD40L IgG humanizado (Biogen);
ANTEGREN™ es un anticuerpo anti-VLA-4 1gG humanizado (Elan); MDX-33 es un anticuerpo anti-CD64 (FcaR)
humano (Medarex/Centeon); SCH55700 es un anticuerpo anti-IL-5 IgG4 humanizado (Celltech/Schering), SB-
240563 y SB240683 son anticuerpos anti-IL-5 e IL-4 humanizados , respectivamente, (SmithKline Beecham);
rhuMab-E25 es un anticuerpo anti-IgE 1IgG1 humanizado (Genentech/Norvartis/Tanox Biosystems), ABX-CBL es
un anticuerpo anti CD-147 IgM murino (Abgenix); BTI-322 es un anticuerpo anti-CD2 IgG de rata (Trasplante
MedimmuneBio); Orthoclone/OKT3 es un anticuerpo anti-CD3 1gG2a murino (Ortho Biotech); SIMULECT™ es
un anticuerpo anti-CD25 IgG1 quimerico (Novartis Pharm); LDP-01 es un anticuerpo anti-B2-integrina 1gG
humanizado (LeukoSite); Anti-LFA-1 es un CD18 F(ab')2 murino (Pasteur-Merieux/humunotech); CAT-152 es un
anticuerpo anti-TGF-B2 humano (Cambridge ab Tech), y Corsevin M es un anticuerpo anti-factor VII quimérico
(Centocor). Los reactivos inmunorreactivas mencionados anteriormente, asi como cualesquiera otros reactivos
inmunorreactivos, se pueden administrar de acuerdo con cualquier régimen conocido por los expertos en la
materia, incluyendo los regimenes recomendados por los proveedores de reactivos inmunorreactivos. En una
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realizacion preferida, los complejos moleculares de la invencion se administran en combinacion con el
anticuerpo anti-CTLA4, o un anticuerpo anti-41BB.

0248 En otra realizacion, los complejos de la invencion se administran en combinacién con uno o mas agentes
antiangiogénicos, que incluyen, pero no se limitan a, angiostatina, talidomida, kringle 5, endostatina, serpina
(inhibidor de la serina proteasa) anti-trombina, fragmentos proteoliticos 29 kDa N-terminal y un 40 kDa C-
terminal de fibronectina, fragmento proteolitica 16 kDa de prolactina, fragmento proteolitico 7,8 kDa de factor
plaquetario-4, un péptido de 13 aminoacidos correspondiente a un fragmento de factor plaquetario-4 (Maione et
al.,, 1990, Cancer Res. 51:2077-2083), un peptido de 14aminoacidos que corresponde a un fragmento de
colageno | (Tolma et al., 1993, J. Cell Biol. 122:497-511), un péptido de 19 aminoacidos correspondiente a un
fragmento de trombospondina | (Tolsma et al., 1993, J. Cell Biol. 122:497-511), un péptido 20-aminoacido
correspondiente a un fragmento de SPARC (Sage et al., 1995, J. Cell. Biochem. 57:1329-1334), o cualquier
fragmento, miembro de la familia, o sus variantes, incluyendo las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos.

0249 Otros péptidos que inhiben la angiogénesis y corresponden a fragmentos de laminina, fibronectina,
procolageno, y EGF también han sido descritos (ver, por ejemplo, Cao, 1998, Prog Mol Subcell Biol. 20:161-
176). Los anticuerpos monoclonales y pentapéptidos ciclicos, que bloquean ciertas integrinas que se unen
proteinas RGD (es decir, poseen el motivo péptido Arg-Gly-Asp), han demostrado tener actividad de anti-
vascularizacion (Brooks et al., 1994, Science 264:569-571; Hammes et al., 1996, Medicina Natural 2:529-533).
Por otra parte, la inhibicidon del receptor activador del plasmindgeno urocinasa por antagonistas del receptor
inhibe el crecimiento de la angiogénesis, y metastasis tumoral (Min et al., 1996, Cancer Res. 56: 2428-33;
Crowley et al., 1993, Proc Natl Acad Sci 90:5021-25). El uso de tales agentes anti-angiogénicos en combinacion
con los complejos también se contempla por la presente invencion.

0250 En otra realizacion, se utilizan complejos de la invencién en asociacion con un tratamiento hormonal. Los
tratamientos terapéuticos hormonales comprenden agonistas hormonales, antagonistas hormonales (por
ejemplo, flutamida, bicalutamida, tamoxifeno, raloxifeno, acetato de leuprolida (LUPRON), antagonistas de LH-
RH), inhibidores de la biosintesis y procesamiento, y esteroides de las hormonas (por ejemplo, dexametasona,
retinoides, deltoides, betametasona, cortisol, cortisona, prednisona, dehidrotestosterona, glucocorticoides,
mineralocorticoides, estrogeno, testosterona, progesterona), derivados de la vitamina A (por ejemplo, el acido
trans-retinoico (ATRA)); analogos de la vitamina D3; antigestagens (por ejemplo, mifepristona, onapristona), y
antiandrogenos (por ejemplo, acetato de ciproterona).

0251 En ofra realizacion, se utilizan complejos de la invencién en asociacion con un programa de terapia génica
en el tratamiento del cancer. En una realizacion, la terapia génica con células recombinantes que secretan
interleuquina-2 se administra en combinacién con complejos de la invencién para prevenir o tratar el cancer,
particularmente el cancer de mama (Ver, por ejemplo, Deshmukh et al., 2001, J Neurosurg. 94:287-92). En otras
realizaciones, la terapia génica se realiza con el uso de compuestos de polinucledétidos, tales como pero no se
limitan a polinucleétidos antisentido, ribozimas, moléculas de ARN de interferencia, polinucledtidos triple hélice y
similares, donde la secuencia de nucleétidos de estos compuestos presentes se relaciona con las secuencias
de nuclestidos de ADN y/o ARN de genes que estan vinculados a la iniciacién, progresion y/o patologia de un
tumor o cancer. Por ejemplo, muchos son oncogenes, genes del factor de crecimiento, genes del receptor del
factor de crecimiento, genes del ciclo celular, genes de reparacion del ADN, y son bien conocidos en la materia.

0252 En ofra realizacion, se administran complejos de la invencién en combinacién con un régimen de
radioterapia. Para el tratamiento de radiacion, la radiacion puede ser rayos gamma o rayos-X. Los métodos
abarcan el tratamiento del cancer que comprende la radioterapia, como la radioterapia de haz externo, la
implantacion intersticial de radioisétopos (I-125, paladio, iridio), radioisétopos como el estroncio-89, la
radioterapia toracica, la radioterapia intraperitoneal P-32, y/o la radioterapia total abdominal y pélvica. Para una
visién general de la radioterapia, ver Hellman, Capitulo 16: Principios de la Gestién del Cancer: Radioterapia,
6ta edicion, 2001, DeVita et al., eds., J.B. Lippencott Company, Filadelfia. En realizaciones preferidas, el
tratamiento de radiacion se administra en forma de radiacion de haz externo o teleterapia en donde la radiacion
se dirige desde una fuente remota. En diversas realizaciones preferidas, el tratamiento de radiacién es
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administrado como terapia interna o braquiterapia en donde una fuente radiactiva se coloca dentro del cuerpo
cerca de las células cancerosas o a una masa tumoral. También se abarca el uso combinado de complejos de
la invencién con terapia fotodinamica que comprende la administracion de fotosensibilizadores, tales como
hematoporfirina y sus derivados, Vertoporfin (BPD-MA), ftalocianina, fotosensibilizador Pc4 desmetoxi-
hypocrellin A, y 2BA-2-DMHA.

0253 En diversas realizaciones, los complejos de la invenciéon se administran en combinacion con al menos un
agente quimioterapéutico, por un ciclo de tratamiento corto a un paciente con cancer para tratar el cancer. La
duracion del tratamiento con el agente quimioterapéutico puede variar de acuerdo con el particular agente
terapéutico del cancer utilizado. La invencidon también contempla la administracién discontinua o la dosis diaria
dividida en varias administraciones parciales. Un tiempo de tratamiento apropiado para un agente terapéutico
del cancer en particular sera apreciado por el experto en la materia, y la invencién contempla la evaluacién
continua de programas de tratamiento éptimos para cada agente terapéutico del cancer. La presente invencién
contempla por lo menos un ciclo, preferiblemente mas de un ciclo durante el cual se administra una sola
terapéutica o secuencia de terapéuticas. Un periodo de tiempo adecuado para un ciclo sera apreciado por el
experto en la materia, al igual que el nimero total de ciclos, y el intervalo entre ciclos.

0254 En ofra realizacion, se utilizan complejos de la invenciéon en combinacién con compuestos que mejoran los
sintomas del cancer (tales como, pero no limitados al dolor) y los efectos secundarios producidos por los
complejos de la invencion (tales como, pero no limitados a sintomas como gripe, fiebre, etc.) En consecuencia,
muchos compuestos conocidos para reducir dolor, sintomas de gripe, y fiebre se pueden utilizar en combinacién
0 en mezcla con complejos de la invencion. Tales compuestos incluyen analgésicos (por ejemplo,
acetaminofeno), descongestionantes (por ejemplo, pseudoefedrina), antihistaminicos (por ejemplo, maleato de
clorfeniramina), y supresores de la tos (por ejemplo, dextrometorfano).

5.8.2 ENFERMEDADES INFECCIOSAS DIANA

0255 Las enfermedades infecciosas que pueden ser tratadas o prevenidas por los métodos de la presente
invencidon son causadas por agentes infecciosos, incluyendo pero no limitadoS a, virus, bacterias, hongos
protozoos, helmintos y parasitos. La invencion no se limita a tratar o prevenir enfermedades infecciosas
causadas por patdgenos intracelulares. Muchos microorganismos médicamente relevantes se han descrito
ampliamente en la literatura, por ejemplo, véase CGA Thomas, Microbiologia Médica, Bailliere Tindall, Gran
Bretana 1983.

0256 La terapia de combinacién abarca en adicién A la administracion de complejos de la invencion, los usos
de una o mas modalidades que ayudaN en la prevencién o tratamiento de enfermedades infecciosas, CUYAS
modalidades incluyen, pero no se limitan a antibiéticos, antiviricOs, compuestos antiprotozoarios, compuestos
antifungicos y antihelminticos. Otras modalidades de tratamiento que pueden ser utilizados para tratar o
prevenir enfermedades infecciosas incluyen inmunoterapia, polinucleétidos, anticuerpos, citoquinas y hormonas
como se ha descrito anteriormente.

0257 El virus infeccioso de vertebrados humanos y no humanos, incluye retrovirus, virus de ARN vy virus de
ADN. Ejemplos de virus que han sido encontrados en humanos incluyen pero no estan limitados a: Retroviridae
(por ejemplo, virus de inmunodeficiencia humana, tales como VIH-1 (también conocido como HTLV-III, LAV o
HTLV-III/LAV, o VIH-III; y otros aislados, como VIH-LP; Picomaviridae (por ejemplo, virus de poliomielitis,
hepatitis A, enterovirus, virus Coxsackie humano, rinovirus, echovirus); Calciviridae (por ejemplo, cepas que
causan gastroenteritis); Togaviridae (por ejemplo, virus de encefalitis equina, virus rubéola); Flaviridae (por
ejemplo, virus del dengue, virus de encefalitis, virus de fiebre amarilla); Coronaviridae (por ejemplo,
coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por
ejemplo, Ebola virus); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus parainfluenza, virus de paperas, virus del sarampion,
virus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de influenza); Bungaviridae (por ejemplo, virus
Hantaan, virus Bunga, phleboviruses y virus Nairo); Arena viridae (virus de fiebre hemorragica), Reoviridae (por
ejemplo, orbiviurses reovirus y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (hepatitis virus B); Parvovirida
(parvovirus); Papovaviridae (virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae (la mayoria de los adenovirus);
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Herpesviridae (virus del herpes simple (VHS) 1 y 2, virus de varicela zoster, citomegalovirus (VMC), virus del
herpes; Poxviridae (virus de viruela, virus vaccinia, virus de viruela) y Iridoviridae (por ejemplo, virus de fiebre
porcina africana), y virus no clasificados (por ejemplo, agentes etiolégicos de encefalopatias espongiformes, el
agente de hepatitis delta (se cree que es un satélite defectuoso del virus de hepatitis B), agentes de la hepatitis
no-A, no-B (clase 1=transmitido internamente, clase 2=transmitida por via parenteral (es decir, hepatitis C),
Norwalk y virus relacionados, y astrovirus).

0258 Retrovirus que se contemplan incluyen tanto retrovirus simples como retrovirus complejos. Los retrovirus
simples incluyen los subgrupos de retrovirus de tipo B, retrovirus de tipo C y retrovirus de tipo D. Un ejemplo de
un retrovirus de tipo B es el virus de tumor mamario de ratén (MMTV). Los retrovirus de tipo C incluyen
subgrupos del grupo A de tipo C (incluyendo el virus del sarcoma de Rous (RSV), virus de leucemia aviar (ALV),
y virus de mieloblastosis aviar (AMV)) y el grupo B de tipo C (incluido el virus de leucemia murina (MLV) , virus
de leucemia felina (FeLV), virus del sarcoma murino (MSV), virus de leucemia de mono gibon (GALV), virus de
necrosis del bazo (SNV), virus de reticuloendoteliosis (RV) y virus de sarcoma de simio (SSV)). Los retrovirus
de tipo D incluyen el virus de mono Mason-Pfizer (MPMV) y el retrovirus de simio de tipo 1 (SRV-1). Los
retrovirus complejos incluyen los subgrupos de lentivirus, virus de células T de la leucemia y virus espumosos.
Los lentivirus incluyen VIH-1, pero también incluyen VIH-2, SIV, virus Visna, virus de inmunodeficiencia felina
(FIV), y virus de anemia infecciosa equina (AIE). Los virus de leucemia de células T incluyen el HTLV-1, HTLV-
I, virus de leucemia de células T de simio (STLV), y virus de leucemia bovina (VLB). Los virus espumosos
incluyen virus espumoso humano (VAF), virus espumoso de simio (SFV) y virus espumoso bovino (BFV).

0259 Ejemplos de virus de ARN que son antigenos en animales vertebrados incluyen, pero no se limitan a, los
siguientes: miembros de la familia Reoviridae, incluyendo el género Orthoreovirus (multiples serotipos tanto de
retrovirus de mamiferos y aves), el género Orbivirus (virus de la lengua azul, virus Eugenangee, virus
Kemerovo, virus de la peste equina y virus de la fiebre de garrapata de Colorado), el género Rotavirus (rotavirus
humano, virus de la diarrea de becerro de Nebraska, rotavirus murino, rotavirus de simio, rotavirus bovino u
ovino, rotavirus aviar); la familia Picomaviridae, incluyendo el género Enterovirus (poliovirus, virus Coxsackie A'y
B, virus huérfano entérico citopatico humano (ECHO), virus de hepatitis A, enterovirus de simio, virus
encefalomielitis murina (ME), muris poliovirus, enterovirus bovino, enterovirus porcino, el género Cardiovirus
(virus encefalomiocarditis (EMC), virus Mengo), el género Rinovirus (rinovirus humano, incluyendo al menos 113
subtipos; otros rinovirus), el género Apthovirus (fiebre aftosa (VFA), la familia Calciviridae, incluyendo exantema
vesicular de virus porcino, virus de lobos marinos de San Miguel, picornavirus felina y el virus de Norwalk; la
familia Togaviridae, incluyendo el género Alphavirus (virus de la encefalitis equina del este, virus Semliki Forest,
virus Sindbis, virus Chikungunya, virus O'Nyong-Nyong, virus del rio Ross, el virus de la encefalitis equina
Venezolana, virus de la encefalitis equina occidental), el género Flavirius (virus transmitido por mosquitos de la
fiebre amarilla, virus del Dengue, virus de la encefalitis japonesa, virus de la encefalitis de San Luis, virus de la
encefalitis del Valle Murray, virus del Nilo Occidental, virus Kunijin, virus transmitido por la garrapata de europa
central, virus transmitido por la garrapata del Lejano Oriente, virus del bosque Kyasanur, virus Louping lll, virus
Powassan, virus de la fiebre hemorragica de Omsk), el género Rubivirus (virus de la Rubéola), el género
Pestivirus (virus de la enfermedad de las mucosas, virus del célera porcino, virus de la enfermedad de la
frontera), la familia Bunyaviridae, incluyendo el género Bunyvirus (Bunyamwera y virus relacionados, virus del
grupo encefalitis de California), el género Phlebovirus (virus Sandfly de la fiebre de Sicilia, virus de la fiebre del
Valle del Rift), el género Nairovirus (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus de la enfermedad
ovina de Nairobi), y el género Uukuvirus (Uukuniemi y los virus relacionados); la familia Orthomyxoviridae,
incluyendo el virus del género influenza (virus de la influenza tipo A, muchos subtipos humanos); Virus de la
gripe porcina, y el virus de la gripe aviar y equina, influenza tipo B (muchos subtipos humanos), y la influenza de
tipo C (posible género separado), la familia Paramyxoviridae, incluyendo el género Paramyxovirus (virus
parainfluenza de tipo 1, virus Sendai, virus Hemadsorcion, virus parainfluenza de tipo 2 a 5, virus de la
Enfermedad de Newcastle, virus de las paperas), el género Morbillivirus (virus del sarampion, virus
panencefalitis esclerosante subaguda, virus del moquillo, virus de la peste bovina), el género Pneumovirus
(virus respiratorio sincitial (VRS), virus sincitial respiratorio bovino y el virus de la neumonia de ratones); virus de
la selva, virus Sindbis, virus Chikungunya, virus O'Nyong-Nyong, virus del rio Ross, virus de la encefalitis equina
venezolana, virus de la encefalitis equina occidental), el género Flavirius (transmitida por mosquitos del virus de
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la fiebre amarilla, virus del Dengue, virus de la encefalitis japonesa, virus de la encefalitis de San Louis, virus de
la encefalitis del Valle Murray, virus del Nilo Occidental, virus Kunijin, virus transmitido por la garrapata de
europa central, virus de la transmitido por la garrapata del Lejano Oriente, virus del bosque Kyasanur, virus
Louping lll, virus Powassan, virus de la fiebre hemorragica de Omsk), el género Rubivirus (virus de la Rubéola),
el género Pestivirus (virus de la enfermedad de las mucosas, virus del colera porcino, virus de la enfermedad de
la frontera); la familia Bunyaviridae, incluyendo el género Bunyvirus (Bunyamwera y virus relacionados, virus del
grupo encefalitis de California), el género Phlebovirus (virus de la fiebre por flebétomos siciliana, virusde la
fiebre del Valle del Rift ), el género Nairovirus (virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, virus de la
enfermedad ovina de Nairobi ), y el género Uukuvirus (Uukuniemi y virus relacionados), la familia
Orthomyxoviridae, incluyendo el virus del género influenza (virus influenza tipo A, muchos subtipos humanos),
virus de la gripe porcina, y el virus de la gripe aviar y equina, influenza tipo B (muchos subtipos humanos) y la
influenza de tipo C (posible género separado); la familia Paramyxoviridae, incluyendo el género Paramyxovirus
(virus de la parainfluenza de tipo 1, el virus Sendai, virus Hemadsorcion, virus dela parainfluenza de tipo 2 a 5,
virus de la enfermedad de Newcastle, virus de la parotiditis), el género Morbillivirus (virus del sarampién, virus
panencefalitis esclerosante subaguda, virus del moquillo, virus de la peste bovina), el género Pneumovirus
(virus respiratorio sincitial (VRS), virus respiratorio sincitial bovino y el virus de la neumonia de los ratones); la
familia Rhabdoviridae, incluyendo el género Vesiculovirus (VSV), virus ChanBipura, virus Flandes-Hart Park), el
género Lyssavirus (virus de la rabia), rabdovirus de peces, y dos rabdovirus probables (el virus de Marburg y el
virus del Ebola), la familia Arenaviridae, incluyendo virus de la coriomeningitis linfocitica (LCM), complejo virica
Tacaribe, y virus de Lassa; la familia Coronoaviridae, incluido el virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), el virus
de la hepatitis del raton, coronavirus entérico humano, y peritonitis infecciosa Felina (coronavirus felino).

0260 Virus de ADN ilustrativos que son antigenos en animales vertebrados incluyen, pero no estan limitados a:
la familia Poxviridae, incluyendo el género Orthopoxvirus (Variola mayor, Variola menor, viruela de mono
vaccinia, viruela vacuna, buffalopox, Rabbitpox, Ectromelia), el género Leporipoxvirus (Mixoma , fibroma), el
género Avipoxvirus (viruela aviar, virus de la viruela aviar de otro tipo), el género capripoxvirus (viruela ovina,
viruela caprina), el género Suipoxvirus (viruela porcina), el género parapoxvirus (virus de la dermatitis postular
contagioso, pseudoviruela bovina, virus de la estomatitis papular bovina); la familia Iridoviridae (virus de la peste
porcina africana, los virus de la rana 2 y 3, el virus de Linfocistis de pescado), la familia Herpesviridae,
incluyendo los alfa-herpesvirus (herpes simplex tipos 1y 2, varicela-zoster, el virus del aborto equino, el virus
del herpes equino 2 y 3, virus de la pseudorrabia, virus queratoconjuntivitis bovino infecciosa, virus de la
rinotraqueitis bovina infecciosa, virus de la rinotraqueitis felina, virus de la laringotraqueitis infecciosa) los beta-
herpesvirus (citomegalovirus humano y citomegalovirus de cerdos, monos y roedores); la gamma-herpesvirus
(virus Epstein-Barr (VEB), virus de la enfermedad de Marek, Herpes saimiri, Herpesvirus ateles, Herpesvirus
sylvilagus, el virus del herpes de conejillo de indias, el virus del tumor de Lucke), la familia Adenoviridae,
incluyendo el género Mastadenovirus (subgrupos humanos A, B, C, D, E y no agrupados, adenovirus de simio
(por lo menos 23 serotipos) , la hepatitis infecciosa canina, y adenovirus de ganado vacuno, cerdos, ovejas,
ranas y muchas otras especies, el género Aviadenovirus (adenovirus aviar); y los adenovirus no cultivables, la
familia Papoviridae, incluyendo el género del virus del papiloma (virus del papiloma humano, virus del papiloma
bovino , virus del papiloma de conejo Shope, y varios virus del papiloma patégenos de otras especies), el
género Poliomavirus (poliomavirus, agente vacuolizante de sinio (SV-40), agente vacuolizante de conejo (RKV),
virus K, virus BK, virus JC, y otros virus polioma primates tales como el virus del papiloma linfotrépico); la familia
Parvoviridae incluyendo el género de virus Adeno-asociados, el género parvovirus (virus de la panleucopenia
felina, parvovirus bovino, parvovirus canino, virus de la enfermedad de visén Aleutianas, etc.) Por ultimo, los
virus de ADN pueden contener virus que no se ajusten a las familias mencionadas, como los virus de la
enfermedad de kuru y Creutzfeldt-Jacob y agentes neuropaticos cronicos infecciosos.

0261 Muchos ejemplos de compuestos antiviricas que pueden ser utilizados en combinacién con los complejos
de la invencion son conocidos en la materia e incluyen pero no estan limitados a: rifampicina, inhibidores de la
transcriptasa nucleosido inversa (por ejemplo, AZT, ddl, ddC, 3TC, d4T), inhibidores de la transcriptasa no
nucledsido inversa (por ejemplo, Efavirenz, Nevirapina), inhibidores de la proteasa (por ejemplo, aprenavir,
indinavir, ritonavir y saquinavir), idoxuridina, cidofovir, aciclovir, ganciclovir, zanamivir, amantadina y
palivizumab. Otros ejemplos de agentes anti-viricos incluyen, pero no se limitan a Acemannan; Aciclovir;
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Aciclovir Sodico; Adefovir; Alovudina; Alvircept Sudotox; Clorhidrato de Amantadina; Aranotin; Arildona; Mesilato
Atevirdine; Avridina; Cidofovir; Cipamfylline; Clorhidrato de Citarabina; Mesilato de Delavirdina; Desciclovir,
Didanosina; Disoxaril; Edoxudine; Enviradene; Enviroxima, Famciclovir, Clorhidrato de Famotine; Fiacitabine;
Fialuridine; Fosarilate; Foscarnet Sdédico, Fosfonet Sdédico; Ganciclovir; Ganciclovir Sddico; Idoxuridina;
Kethoxal; Lamivudina; Lobucavir; Clorhidrato de Memotine; Metisazona; Nevirapina; Penciclovir; Pirodavir;
Ribavirina, Clorhidrato de Rimantadina; Mesilato de Saquinavir; Clorhidrato de Somantadine; Sorivudina;
Statolon; Estavudina; Clorhidrato de Tilorone; Trifluridina; Clorhidrato de Valaciclovir; Vidarabina; Fosfato de
Vidarabina; Fosfato de Sodio de Vidarabina; Viroxime; Zalcitabina; Zidovudina; Zinviroxime.

0262 Las infecciones bacterianas o enfermedades que pueden ser tratadas o prevenidas por los métodos
descritos en este documento son causadas por bacterias, incluyendo pero no limitadas a, bacterias que tienen
una fase intracelular en su ciclo de vida, tales como micobacterias (por ejemplo, micobacteria tuberculosis, M.
bovis, M. avium, M. leprae o M. africanum), rickettsia, micoplasma, clamidia y la legionella. Otros ejemplos de
infecciones bacterianas contemplados incluyen pero no se limitan a las infecciones causadas por bacilo Gram
positivo (por ejemplo, Listeria, Bacilo tales como Bacilo anthracis, especies Erysipelothrix), bacilo Gram negativo
(por ejemplo, Bartonella, Brucella, Campylobacter, Enterobacter, Escherichia, Francisella , Haemophilus,
Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Vibrio y especies de
Yersinia), bacteria espiroqueta (por ejemplo, especies de Borrelia, incluyendo Borrelia burgdorferi que causa la
enfermedad de Lyme), bacterias anaerdbicas (por ejemplo, Actinomyces y especies Clostridium), Bacterias
cocos Gram positivos y negativos, especies de Enterococcus, especies de Streptococcus, especies de
neumococo, especies de estafilococo, las especies de Neisseria. Ejemplos especificos de bacterias infecciosas
incluyen pero no estan limitados a: Helicobacter piloro, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophila,
Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae, Staphylococcus aureus n,
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes
(Estreptococos del grupo A), Streptococcus agalactiae (estreptococos del grupo B), Streptococcus viridans,
Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Bacillus
antracis, Biphtheriae Corynebacterium, Erysipelothrix rhusiopathiae, perfringers Clostridium, Clostridium tetani,
Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasteurella multocida, Fusobacterium nucleatum,
Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia, israelli
Actinomyces.

0263 Agentes antibacterianos o antibidticos que se pueden utilizar en combinaciéon con los complejos de la
invencion incluyen pero no estan limitados a: antibidticos aminoglicésidos (por ejemplo, apramicina, arbekacin,
bambermycins, butirosin, dibekacina, neomicina, neomicina, undecilinato, netilmicina, paromomicina,
ribostamicina, sisomicina, y la espectinomicina), antibiéticos de amfenicol (por ejemplo, azidamfenicol,
cloranfenicol, florfenicol y tianfenicol), antibidticos ansamicina (por ejemplo, rifamida y rifampicina),
carbacephems (por ejemplo, loracarbef), carbapenémicos (por ejemplo, biapenem e imipenem), cefalosporinas
(por ejemplo, cefaclor, cefadroxilo, cefamandol, cefatrizine, cefazedone, cefozopran, cefpimizole, cefpiramida y
cefpiroma), cefamicinas (por ejemplo, cefbuperazone, cefmetazol y cefininox), monobactamicos (por ejemplo,
aztreonam, carumonam y tigemonam), oxacephems (por ejemplo, flomoxef, y moxalactam), penicilinas (por
ejemplo, amdinocilina, amdinocillin pivoxilo, amoxicilina, bacampicilina, acido benzylpenicillinic, bencilpenicilina
sodica, epicilina, fenbenicilina, floxacilina, penamccilina, hidroyoduro penetamato, penicilina o-benetamina,
penicilina 0, penicilina V, penicilina V benzatina, penicilina V hidrabamina, penimepiciclina y potasio
fencihicilina), lincosamidas (por ejemplo, clindamicina y lincomicina), macrélidos (por ejemplo, azitromicina,
carbomicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina y acistrate eritromicina), anfomicina, bacitracina,
capreomicina, colistina, enduracidin, enviomicina, tetraciclinas (por ejemplo, apicycline, clortetraciclina,
clomocycline y la demeclociclina), 2,4-diaminopirimidinas (por ejemplo, brodimoprim), nitrofuranos (por ejemplo,
furaltadona, y cloruro de furazolium), quinolonas y analogos de los mismos (por ejemplo, cinoxacina,
ciprofloxacina, clinafloxacina, flumequina y grepagloxacin), sulfonamidas (por ejemplo, sulfamethoxypyrazine
acetilo, benzilsulfamida, noprilsulfamida, ftalilsulfacetamida, sulfacrisoidina y sulfacitina), sulfonas (por ejemplo,
diatimosulfona, sodio glucosulfona y solasulfona) , cicloserina, mupirocina y tuberina.
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0264 Ejemplos adicionales de agentes antibacterianos incluyen pero no estan limitados a Acedapsone; Sodio
Acetosulfone; Alamecin; Alexidina; Amdinocillin; Amdinocillin Pivoxilo; Amicycline; Amifloxacin; Mesilato
Amifloxacin; Amikacina; Sulfato de Amikacina; Acido Aminosalicilico; Sodio Aminosalicilato; Amoxicilina;
Anfomicina; Ampicilina; Ampicilina de Sodio; Sodio Apalcillin; Apramicina; Aspartocin; Sulfato Astromicin;
Avilamicina; Avoparcina; Azitromicina; Azlocilina; Azlocilina de sodio; Clorhidrato de Bacampicillin; Bacitracina;
Disalicilato Metileno de Bacitracina; Bacitracina de Zinc; Bambermycins; Calcio Benzoylpas; Berythromicina;
Sulfato Betamicin; Biapenem; Biniramicina; Clorhidrato de Biphenamine; Bispyrithione Magsulfex; Butikacin;
Sulfato Butirosin; Sulfato de Capreomicina; Carbadox, Carbenicilina Disodio; Carbenicilina Sdédica Indanilo;
Carbenicilina Sdédica Fenilo; Carbenicilina Potasio; Carumonam de Sodio; Cefaclor, Cefadroxilo, Cefamandol;
Nafate Cefamandol, Cefamandol de Sodio; Cefaparole; Cefatrizine; Cefazaflur de Sodio; Cefazolina; Cefazolina
Sadica; Cefbuperazone; Cefdinir; Cefepima; Clorhidrato de Cefepima; Cefetecol; Cefixima; Clorhidrato de
Cefmnenoxime; Cefinetazole; Cefmetazol de sodio; Cefonicida Monosddico; Cefonicida de Sodio; Cefoperazona
de Sodio; Ceforanide; Cefotaxima Sdédica, Cefotetan; Cefotetan Disddico; Clorhidrato de Cefotiam; Cefoxitina;
Cefoxitina Sodica; Cefpimizole; Cefpimizole de Sodio; Cefpiramida; Cefpiramida de Sodio, Sulfato de
Cefpiroma; Cefpodoxima Proxetil; Cefprozil; Cefroxadine; Cefsulodina de Sodio; Ceftazidima; Ceftibuten;
Ceftizoxima de Sodio; Ceftriaxona Sodica, Cefuroxima; Cefuroxima Axetilo; Pivoxetil Cefuroxima; Cefuroxima
Sddica; Cefacetril de Sodio; Cefalexina; Clorhidrato de Cefalexina; Cephaloglycin; Cefaloridina; Cefalotina
Sadica; Cefapirina Sodica; Cefradina; Clorhidrato de Cetocycline; Cetofenicol; Cloranfenicol; Palmitato de
Cloranfenicol; Complejo Cloranfenicol Pantotenato; Cloranfenicol Succinato de Sodio; Fosfanilato de
Clorhexidina; Cloroxilenol; Bisulfato Clortetraciclina, Clorhidrato de Clortetraciclina; Cinoxacina; Ciprofloxacina;
Clorhidrato de Ciprofloxacino; Cirolemicina, Claritromicina, Clorhidrato de Clinafloxacina; Clindamicina;
Clorhidrato de Clindamicina; Clorhidrato de Clindamicina Palmitato; Fosfato de Clindamicina; Clofazimina;
Cloxacilina Benzatinica; Cloxacilina Sédica; Cloxyquin; Colistimetato de Sodio; Sulfato de Colistina;
Coumermicina; Coumermycin de Sodio; Cyclacillin; Cicloserina; Dalfopristina; Dapsona; Daptomicina;
Demeclociclina; Clorhidrato de Demeclociclina; Demeciclina; Denofungin; Diaveridina; Dicloxacilina;
Dicloxacilina Sédica; Sulfato de Dihidroestreptomicina; Bipyrithione; Diritromicina; Doxiciclina; Calcio Doxiciclina;
Doxiciclina Fosfatex; Doxiciclina Hiclato; Droxacin de Sodio; Enoxacin; Epicillin; Clorhidrato de Epitetracycline;
Eritromicina; Eritromicina Acistrate; Estolato de Eritromicina; Etilsuccinato de Eritromicina; Eritromicina
Gluceptato; Eritromicina Lactobionato; Eritromicina Propionato; Estearato de Eritromicina; Clorhidrato de
Etambutol; Etionamida; Fleroxacina; Floxacillin; Fludalanine; Flumequina; Fosfomicina; Fosfomicina
Trometamina; Fumoxicillin; Cloruro Furazolium; Tartrato Furazolium; Fusidato de Sodio; Acido Fusidico; Sulfato
de Gentamicina; Gloximonam; Gramicidina; Haloprogin; Hetacilina; Hetacilina Potasio; Hexedine; Ibafloxacina;
Imipenem; Isoconazol; Isepamicina; Isoniazida; Josamicina; Sulfato de Kanamicina; Kitasamicina;
Levofuraltadone; Potasio Levopropylcillin; Lexithromicina; Lincomicina; Clorhidrato de Lincomicina;
Lomefloxacina; Clorhidrato de Lomefloxacina; Mesilato de Lomefloxacina; Loracarbef; Mafenide; Meclociclina;
Sulfosalicilato Meclociclina; Megalomicin Fosfato de Potasio; Mequidox; Meropenem; Metaciclina; Clorhidrato de
Metaciclina; Metenamina; Metenamina Hipurato; Mandelato de Metenamina; Meticilina de Sodio; Metioprim;
Clorhidrato de Metronidazol; Fosfato de Metronidazol; Mezlocilina, Mezlocilina de Sodio; Minociclina; Clorhidrato
de Minociclina; Clorhidrato de Mirincamicina; Monensina; Monensina Sdédica; Nafcilina Sdodica; Nalidixate de
Sodio; Acido Nalidixico; Natamicina; Nebramicina; Neomicina Palmitato; Sulfato de Neomicina; Undecilenato
Neomicina; Sulfato de Netilmicina; Neutramicina; Nifuradene; Nifuraldezone; Nifuratel; Nifuratrone; Nifurdazil;
Nifurimide; Nifurpirinol; Nifurquinazol; Nifurthiazole; Nitrocycline; Nitrofurantoina; Nitromide; Norfloxacina;
Novobiocina de Sodio; Ofloxacina; Ormetoprim; Oxacilina Sédica; Oximonam; Oximonam de Sodio, Acido
Oxolinico, Oxitetraciclina; Oxitetraciclina Calcio; Clorhidrato de Oxitetraciclina; Paldimicina; Paraclorofenol;
Paulomicina; Pefloxacino; Mesilato Pefloxacino; Penamecillin; Penicilina G Benzatina; Penicilina G Potasica;
Penicilina G Procaina; Penicilina G Sddica; Penicilina V; Penicilina V Benzatinica; Penicilina V Hidrabamina;
Penicilina V Potasica; Pentizidona de Sodio; Aminosalicilato Fenilo; Piperacilina Sédica; Pirbenicillin de Sodio;
Piridicillin de Sodio; Clorhidrato de Pirlimicina; Clorhidrato de Pivampicilina; Pivampicilina Pamoato;
Pivampicilina Probenate; Sulfato de Polimixina B; Porfiromicina; Propikacin; Pirazinamida; Piritiona de Zinc;
Acetato de Quindecamine; Quinupristina; Racephenicol; Ramoplanin; Ranimicina; Relomicina; Repromicin;
Rifabutina; Rifametane; Rifamexil; Rifamida; Rifampicina; Rifapentina; Rifaximina; Rolitetraciclina; Nitrato
Rolitetraciclina; Rosaramicin; Rosaramicin Butirato; Rosaramicin Propionato; Rosaramicin Fosfato de Sodio;
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Rosaramicin Estearato; Rosoxacin; Roxarsone; Roxitromicina; Sancycline; Sanfetrinem de Sodio; Sarmoxicillin;
Sarpicillin; Scopafingin; Sisomicina; Sulfato de Sisomicina; Esparfloxacino; Clorhidrato de Espectinomicina;
Espiramicina; Clorhidrato de Stallimicina; Steffimicina; Sulfato de Estreptomicina; Streptonicozid; Sulfabenz;
Sulfabenzamida; Sulfacetamida; Sulfacetamida Sddica; Sulfacitina; Sulfadiazina; Sulfadiazina de Sodio;
Sulfadoxina;  Sulfalene; Sulfamerazina; Sulfameter; Sulfametazina; Sulfametizol;  Sulfametoxazol;
Sulfamonomethoxine; Sulfamoxole; Sulfanilate de Zinc; Sulfanitran; Sulfasalazina; Sulfasomizole; Sulfatiazol,
Sulfazamet; Sulfisoxazol; Sulfisoxazol Acetil; Sulfisoxazol Diolamina; Sulfomyxin; Sulopenem; Sultamicilina;
Suncillin de Sodio, Clorhidrato de Talampicilina; Teicoplanina; Clorhidrato de Temafloxacina; Temocillin;
Tetraciclina; Clorhidrato de Tetraciclina; Complejo Fosfato de Tetraciclina; Tetroxoprima; Tianfenicol;
Thiphencillin potasio; Ticarcilina Cresilo de Sodio; Ticarcilina Disédica; Ticarcilina Monosaédico; Ticlatonc;
Cloruro de Tiodonium; Tobramicina; Sulfato de Tobramicina; Tosufloxacin; Trimetoprim; Sulfato de Trimetoprim;
Trisulfapyrimidines; Troleandomicina; Sulfato de Trospectomicina; Tirotricina; Vancomicina; Hidrocloruro de
Vancomicina; Virgimamicina; Zorbamicina.

0265 Enfermedades causadas por hongos que pueden ser tratadas o prevenidas por los métodos descritos en
este documento incluyen, pero no se limitan a aspergilliosis, crytococcosis, esporotricosis, coccidioidomicosis,
paracoccidioidomicosis, histoplasmosis, blastomicosis, cigomicosis, y candidiasis.

0266 Compuestos antifungicos que se pueden utilizar en combinaciéon con los complejos de la invencién
incluyen pero no estan limitados a: polienos (por ejemplo, anfotericina B, candicidina, mepartricina, natamicina,
y nistatina), alilaminas (por ejemplo, butenafina y naftifina), imidazoles (por ejemplo, bifonazol, butoconazol,
chlordantoin, flutrimazol, isoconazol, ketoconazol y lanoconazole), tiocarbamatos (por ejemplo, tolciclato,
tolindate y tolnaftato), triazoles (por ejemplo, fluconazol, itraconazol, saperconazol, y terconazol),
bromosalicylchloranilide, buclosamida, propionato de calcio, clorofenesina, ciclopirox, azaserina, griseofulvina,
oligomycins, neomicina undecilenato, pyrrolnitrin, siccanin, tubercidin y viridin. Otros ejemplos de compuestos
antifungicos incluyen, pero no se limitan a Acrisorcin; Ambruticin; Anfotericina B; Azaconazol; Azaserina;
Basifungin; Bifonazol; Clorhidrato de Biphenamine; Bispyrithione Magsulfex; Nitrato de Butoconazol;
Undecilenato de Calcio; Candicidina; Carbol-fucsina; Chlordantoin; Ciclopirox, Ciclopirox Olamina ; Cilofungin;
Cisconazole; Clotrimazol; Cuprimyxin; Denofungin; Bipyritlione; Doconazole; Econazol, Nitrato de Econazol,
Enilconazol; Nitrato Ethonarn; Nitrato Fenticonazol; Filipina, Fluconazol, Flucitosina; Fungimicina; Griseofulvina;
Hamicina; Isoconazol; Itraconazol; Kalafungin; Ketoconazol; Lomofingin; Lydimicina; Mepartricina; Miconazol,
Nitrato de Miconazol; Monensina; Monensina Sddica; Clorhidrato de Naftifme; Neomicina Undecilenato;
Nifuratel; Nifurmerone; Clorhidrato de Nitralamine; Nistatina, Acido Octanoico, Nitrato Orconazole; Nitrato de
Oxiconazol; Clorhidrato de Oxifungin; Clorhidrato de Parconazol; Partricina, Yoduro de Potasio; Proclonol;
Piritiona de Zinc; Pyrrolnitrin; Rutamicina; Cloruro de Sanguinarium; Saperconazol; Scopafungin; Sulfuro de
Selenio; Sinefungina; Nitrato Sulconazol; Terbinafina; Terconazole; Tiram; Ticlatone; Tioconazole; Tolciclato;
Tolindate; Tolnaftato; Triacetina; Triafuigin; Acido Undecilénico; Viridoflilvina; Undecilenato de Zinc; y Clorhidrato
de Zinoconazol.

0267 Las enfermedades parasitarias que pueden ser tratadas o prevenidas por los métodos descritos aqui
incluyen, pero no se limitan a, amebiasis, malaria, leishmania, coccidios, giardiasis, criptosporidiosis,
toxoplasmosis, y la tripanosomiasis. También abarcadas estan las infecciones por varios gusanos, tales como
pero no limitados a la ascariasis, anquilostomiasis, tricuriasis, estrongiloidiasis, toxoccariasis, triquinosis,
oncocercosis, filariasis, y la dirofilariosis. También se abarcan infecciones por varios trematodos, tales como
pero no limitados a esquistosomiasis, paragonimiasis, y clonorquiasis. Los parasitos que causan estas
enfermedades se pueden clasificar en funcidn de si son intracelulares o extracelulares. Un "parasito intracelular"
como aqui se usa es un parasito que en todo su ciclo de vida es intracelular. Ejemplos de parasitos
intracelulares humanos incluyen Leishmania spp., Plasmodium spp., Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
Babesia spp., y Trichinella spiralis. Un "parasito extracelular" como aqui se usa es un parasito que en todo su
ciclo de vida es extracelular. Parasitos extracelulares capaces de infectar a los seres humanos incluyen
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Enterocytozoon bieneusi, Naegleria y Acanthamoeba, asi como la
mayoria de los helmintos. Sin embargo, otra clase de parasitos se define como siendo principalmente
extracelular, pero con una existencia intracelular obligada, en una etapa critica de su ciclo de vida. Tales
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parasitos se denominan en este documento como "parasitos intracelulares obligados". Estos parasitos pueden
existir la mayor parte de su vida o sélo una pequefia parte de sus vidas en un entorno extracelular, pero todos
tienen al menos una etapa intracelular obligada en sus ciclos de vida. Esta ultima categoria incluye los parasitos
Trypanosoma rhodesiense y Trypanosoma gambiense, Isospora spp., Cryptosporidium spp., Eimeria spp.,
Neospora spp., Sarcocystis spp., y Schistosoma spp.

0268 Muchos ejemplos de compuestos antiprotozoarios que pueden ser utilizados en combinacion con los
complejos de la invencion para tratar enfermedades parasitarias son conocidos en la materia e incluyen pero no
estan limitados a: quininas, cloroquina, mefloquina, proguanil, pirimetamina, metronidazol, diloxanida de
mometasona, tinidazol , anfotericina, estibogluconato sddico, cotrimoxazol y pentamidina. Muchos ejemplos de
farmacos antiparasitarios que se pueden utilizar en combinacién con los complejos de la invencién para tratar
enfermedades parasitarias son conocidos en la materia e incluyen pero no estan limitados a: mebendazol,
levamisol, niclosamida, prazicuantel, albendazol, ivermectina, dietilcarbamazina, y tiabendazol. Otros ejemplos
de compuestos antiparasitarios incluyen pero no estan limitados a Acedapsone; Clorhidrato de Amodiaquina;
Amaquinate; Arteflene; Cloroquina; Clorhidrato de Cloroquina; Fosfato de Cloroquina; Cicloguanil Pamoato;
Fosfato de Enpiroline; Clorhidrato de Halofantrina; Sulfato de Hidroxicloroquina; Clorhidrato de Mefloquina;
Menoctona; Clorhidrato de Mirincamicina; Fosfato de Primaquina, Pirimetamina, Sulfato de Quinina, y
Tebuquina.

0269 En una realizacién menos preferida, los complejos de la invencion se pueden utilizar en combinacion con
una composicion de vacuna no-HSP y basada en no-a2M. Ejemplos de estas vacunas para seres humanos se
describen en el Jordan Report 2000, Desarrollo Acelerado de las Vacunas, Instituto Nacional de Salud. Muchas
vacunas para el tratamiento de vertebrados no humanos, se describen en Bennett, K. Compendio de Productos
Veterinarios, 3ra ed. Compendios de América del Norte, Inc., 1995, que se incorpora en este documento por
referencia en su totalidad.

5.8.3 Orientacion a Otras Enfermedades

0270 Ademas del cancer y enfermedades infecciosas, otras enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, la
anemia, deficiencias de hormona de crecimiento, enfermedades de deficiencia de enzimas, y las condiciones de
supresion inmune, también pueden tratarse o prevenirse por los métodos de la presente invencion.

0271 La anemia puede ser causada por varias razones, por ejemplo, puede ser causada por deficiencia de
hierro, acido félico, enfermedades cronicas (por ejemplo, infeccion, o inflamacion crénica, cancer, enfermedades
del higado, insuficiencia renal crénica), quimioterapia, etc.

0272 La hormona del crecimiento es segregada por la glandula pituitaria anterior en humanos. La deficiencia de
la hormona del crecimiento en la edad adulta tiende a provocar una leve o moderada obesidad, astenia y
disminucion del gasto cardiaco. La hormona de crecimiento humano puede ser sintetizada por técnicas de ADN
recombinante. Los pacientes con hipopituitarismo y deficiencia severa de hormona de crecimiento pueden ser
tratados con hormona de crecimiento humano.

0273 Hay muchos tipos diferentes de enfermedades de deficiencia de enzimas. Ejemplos no limitativos son la
deficiencia de enzima Debrancher (también conocido como Cori o enfermedad de Forbes), las enfermedades
por almacenamiento de glucégeno (por ejemplo, deficiencia de la enzima desramificante del glucégeno),
deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), deficiencia de galactosylcereamidase (enfermedad
de Krabbe), etc.

0274 Aunque sin limitacidon por ninguna teoria, una de las posibles explicaciones de los efectos terapéuticos o
profilacticos de los complejos moleculares de la invencion o las composiciones farmacéuticas que comprenden
los complejos moleculares de la invencién para tratar o prevenir enfermedades tales como la anemia, la
deficiencia de hormona del crecimiento, y enfermedades de deficiencia de enzimas es que la oligomerizacion de
una glicoproteina inmunoldgicamente y/o biolégicamente activa, que tiene efecto terapéutico o profilactico en
estas enfermedades, puede mejorar el efecto terapéutico o profilactico de la glicoproteina en comparacion con
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la glicoproteina no-oligomerizada. Por ejemplo, la glicoproteina oligomerizada puede ser mas facilmente dirigida
a un sitio deseable o a un tipo de celula deseable, por ejemplo, mediante la unién de la lectina en el complejo a
los receptores de glicoproteina de superficie celular. Por lo tanto, preferiblemente la lectina esta en exceso
molar en el complejo. Alternativamente, la glicoproteina oligomerizada puede ser mas facilmente absorbida por
sus células diana ya sea por sucesos mediados por receptor o sucesos no mediados por receptor.

0275 Las hormonas y enzimas que son conocidas en la materia para el tratamiento o prevencion de
enfermedades, tales como, pero no limitadas a, anemia, deficiencias hormonales, o deficiencias enzimaticas, se
pueden utilizar segun la presente invencion. Las hormonas y enzimas que son glicoproteinas que ocurren
naturalmente (por ejemplo, la eritropoyetina) pueden formar oligdémeros, en presencia de una lectina y se
utilizan segun la presente invencién. Hormonas y enzimas que no son glicoproteinas que ocurren naturalmente
pueden ser disefiadas para afadir uno o0 mas grupos de hidratos de carbono y utilizadas de acuerdo con la
presente invencion. En una realizacion, la presente invencién proporciona un método para tratar la anemia, que
comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una composicién que comprende uno o mas complejos
moleculares, en donde cada complejo comprende una lectina y una eritropoyetina (EPO). Preferiblemente, el
sujeto es un humano, y la EPO administrada es una EPO humana. La EPO es una hormona glicoproteinica
producida principalmente por las células del endotelio capilar peritubular del rifidn, y es responsable de la
regulacion de la produccién de glébulos rojos. En otra realizacion, la presente invencion proporciona un método
para tratar una enfermedad de deficiencia enzimatica que comprende administrar una composiciéon que
comprende una lectina y una glucocerebrosidasa. Preferiblemente, la enfermedad de deficiencia de la enzima a
ser tratada es la enfermedad de Gaucher.

0276 Las condiciones de inmunosupresion pueden ser causada por varias razones, incluyendo pero no
limitadas a, cancer (por ejemplo, timoma, enfermedad de Hodgkin), Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), sarcoidosis y quimioterapia. Proteinas que son conocidas por estimular el sistema inmune pueden
usarse de acuerdo con la presente invencion para tratar o prevenir una condicion de inmunosupresién. En una
realizacion, la presente invencién proporciona un método de tratamiento o prevencién de una afeccion
inmunosupresora que comprende administrar a un sujeto necesitado de ello una composicion que comprende
uno o mas complejos moleculares, en donde cada complejo comprende una lectina y un factor estimulante de
colonias granulocitos-macréfagos (GM-CSF). En otra realizacion, la presente invencion proporciona un método
de tratamiento o prevencion de una condicién de inmunosupresion que comprende administrar a un sujeto
necesitado del mismo una composicién que comprende uno o mas complejos moleculares, en donde cada
complejo comprende una lectina y un factor estimulante de colonia de granulocitos (G-CSF).

5.8.4 Realizaciéon Autdloga

0277 La inmunogenicidad especifica de las HSPs, no se deriva de las HSPs en si, sino de las proteinas
antigénicas vinculadas a ellas. En una realizacion preferida de la invencion, los complejos en las composiciones
de las invenciones para uso como vacunas contra el cancer son complejos autélogos, eludiendo asi dos de los
obstaculos mas dificiles para la inmunoterapia del cancer. En primer lugar hay la posibilidad de que los
canceres humanos, como los canceres de animales de experimentacion, sean antigénicamente diferentes. Para
eludir este obstaculo, en una realizacion preferida de la presente invencion, las HSPs- lectina se complejan a
proteinas antigénicas, y los complejos se utilizan para tratar los canceres en el mismo sujeto del que las
proteinas se derivan. En segundo lugar, los enfoques mas actuales de la inmunoterapia del cancer se centran
en la determinacion de los epitopos CTL reconocidos de lineas celulares de cancer. Este enfoque requiere la
disponibilidad de lineas celulares y CTLs contra el cancer. Estos reactivos no estan disponibles para una
inmensa mayoria de los canceres humanos. En una realizacién de la presente invencién dirigida a la utilizacién
de proteinas antigénicas autélogos, la inmunoterapia del cancer no depende de la disponibilidad de lineas
celulares o CTLs ni requiere definicion de los epitopos antigénicos de las células cancerosas. Estas ventajas
hacen a los complejos de lectina-HSPs enlazados a proteinas antigénicas autélogos inmundgenos atractivos
contra el cancer.
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0278 En algunas realizaciones, las proteinas antigénicas en los complejos terapéuticos o profilacticos se
pueden preparar a partir de tejido canceroso de un mismo tipo de cancer de un sujeto alogénico al sujeto al que
los complejos se administran.

5.9 Preparaciones Farmacéuticas y Métodos de Administracion

0279 Los complejos moleculares y composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden administrar a un
paciente en dosis terapéuticamente eficaces para tratar o mejorar una enfermedad o trastorno (por ejemplo,
cancer, enfermedades infecciosas, anemia, condiciones inmunosupresivas, deficiencias enzimaticas o
deficiencias hormonales). Una dosis terapéuticamente eficaz se refiere a aquella cantidad de complejos
suficiente para dar lugar a la mejoria de los sintomas de dicho trastorno. La dosis eficaz de complejos puede
ser diferente cuando otra modalidad de tratamiento se utiliza en combinacién. Las dosificaciones apropiadas y
recomendadas, formulacion y vias de administracion para las modalidades de tratamiento tales como agentes
quimioterapéuticos, radioterapia y agentes bioldgicos/inmunoterapéutico tales como las citoquinas son
conocidos en la técnica (por ejemplo, como se describe en la literatura como Physicians’ Desk Reference (56va
ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va ed., 2004)), o puede ser utilizado de acuerdo con las instrucciones o
direcciones del fabricante.

5.9.1 Dosis Eficaz

0280 La toxicidad y eficacia terapéutica de los complejos moleculares de la invencion puede determinarse por
procedimientos farmacéuticos en cultivos celulares o en animales experimentales, por ejemplo, para determinar
la LDsy (dosis letal para el 50% de la poblacién) y la EDsy (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la
poblacién). La relacién de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede ser
expresada como la relacién de LDs, / EDsqg. Se prefieren complejos que exhiben grandes indices terapéuticos.
Mientras que pueden utilizarse complejos que exhiben efectos tdxicos secundarios, se debe tener cuidado para
disefar un sistema de suministro que dirija a tales complejos al sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el
dafo potencial a células no infectadas y, por consiguiente, reducir los efectos secundarios.

0281 En una realizacién, los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales se
pueden utilizar en la formulacién de un intervalo de dosificacion para uso en humanos. La dosificacion de los
complejos se encuentra preferentemente dentro de un rango de concentraciones circulantes que incluyen la
EDsy con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la
forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada. Para cualquier complejo utilizado en el
método descrito en este documento, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de
ensayos de cultivo celular. Una dosis puede ser formulada en modelos animales para conseguir un rango de
concentracién en plasma circulante que incluye la ICs, (es decir, la concentracion del compuesto de ensayo que
logra una inhibicién maxima media de los sintomas) como se determina en el cultivo celular. Dicha informacién
puede utilizarse para determinar con mayor precision las dosis utiles en seres humanos. Los niveles en el
plasma pueden ser medidos, por ejemplo, por cromatografia liquida de alto rendimiento.

0282 En otra realizacion, la cantidad de complejos moleculares de la invencidon que comprenden lectinas y
complejos Hsp96-Molecula Antigénica que se administran a un sujeto esta en el rango de aproximadamente 1
nanogramo a unos 600 microgramos para un paciente humano. La dosis humana preferida es la misma que la
utilizada en un raton 25g, es decir, en el rango de unos 1-10ng, unos 20ng, unos 30ng, unos 40ng, unos 50ng,
unos 70ng, unos 100ng, unos 200ng, unos 300ng, unos 400ng, unos de 500ng, unos 600ng, unos 700ng, unos
800ng, unos 900ng, unos 1ug, unos 10ug, unos 25ug, unos 50ug, unos 100ug, unos 200ug, unos 300ug, unos
400ug, unos 500ug, o unos de 600ug. La dosificacién para los complejos moleculares de la invencién que
comprende lectina asociada con cualquier otro complejo HSP en un paciente humano esta en el rango de unos
5 a 5.000 microgramos, la dosis preferida es de 100 microgramos. Estas dosis se administran preferiblemente
por via intradérmica, subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal. Estas dosis se puede administrar
una o varias veces, por ejemplo todos los dias, cada dos dias, semanal, quincenal o mensual. Preferiblemente,
los complejos se dan una vez por semana durante un periodo de alrededor de 4-6 semanas, y el modo o el sitio
de administracién es preferiblemente variado con cada administracion. Asi, a modo de ejemplo y no de
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limitacién, la primera inyeccion se puede administrar por via subcutanea en el brazo izquierdo, la segunda en el
brazo derecho, la tercera en el vientre izquierdo, la cuarta en el vientre derechO, la quinta en el muslo izquierdo,
la sexta en el muslo derecho, etc. EI mismo sitio puede ser repetido después de un intervalo de una o mas
inyecciones. Ademas, las inyecciones divididas pueden ser dadas. Asi, por ejemplo, la mitad de la dosis se
puede administrar en un sitio y la otra mitad en otro sitio el mismo dia. Alternativamente, el modo de
administracion se varioé de forma secuencial, por ejemplo, las inyecciones semanales se dan en secuencia por
via intradérmica, intramuscular, subcutanea, intravenosa o intraperitoneal. Preferiblemente, la dosis semanal se
da por un periodo de 4 semanas. Después de 4-6 semanas, inyecciones adicionales se administran
preferentemente a intervalos de dos semanas durante un periodo de tiempo de uno o mas meses, o hasta que
el suministro de los complejos se ha agotado. El ritmo de las inyecciones posteriores puede ser modificado,
dependiendo de la evoluciodn clinica del paciente y la respuesta a la inmunoterapia. En un ejemplo preferido, las
administraciones intradérmicas se dan, con cada sitio de administracién variado de forma secuencial.

0283 En consecuencia, la descripcion describe métodos para prevenir y tratar cancer o una enfermedad
infecciosa en un sujeto que comprende administrar una composicion que estimula la inmunocompetencia del
individuo huésped y provoca inmunidad especifica contra las células preneoplasicas y/o neoplasicas o células
infectadas.

0284 En una realizacion especifica, durante la terapia de combinacion, los complejos moleculares de la
invencion (por ejemplo, complejos moleculares que comprenden una lectina y una HSP) se administran en una
cantidad sub-o6ptima, por ejemplo, una cantidad que no manifiesta beneficios terapéuticos detectables cuando
se administra en ausencia de modalidad terapéutica, segun lo determinado por métodos conocidos en la
materia. En tales métodos, la administraciéon de tal cantidad sub-Optima de un complejo molecular de la
invencion a un sujeto que recibe una modalidad terapéutica resulta en una mejora general de la eficacia del
tratamiento. En otra realizacién especifica, una modalidad terapéutica que no comprende los complejos
moleculares de la invencion se administra en una cantidad sub-6ptima durante la terapia de combinacion. En
tales métodos, la administracién de tal cantidad sub-6ptima de la modalidad terapéutica a un sujeto que recibe
un complejo molecular de la invencién resulta en una mejora general de la eficacia del tratamiento.

0285 En una realizacion, uno o mas complejos moleculares de la invencion se administran en una cantidad que
no resulta en la regresién del tumor o la remision del cancer o una cantidad en la que las células cancerosas no
se han reducido considerablemente o se han incrementado cuando dichos complejos moleculares se
administran en ausencia de otra modalidad terapéutica. En otra realizacién, la cantidad sub-6ptima de
complejos moleculares de la invencién se administra a un sujeto que recibe una modalidad de tratamiento
mediante el cual la eficacia total del tratamiento mejora. Entre estos sujetos tratados con los complejos
moleculares de la invencidn estan los que reciben quimioterapia o radioterapia. Una cantidad sub-6ptima puede
determinarse por estudios con animales adecuados. Tal cantidad sub-6ptima en humanos puede ser
determinada por extrapolacion a partir de experimentos en animales.

0286 En una realizacion, uno o mas complejos moleculares de la invencion comprende lectina asociada con
una glicoproteina y una Molécula Antigénica, en el que la glicoproteina no es una proteina de choque térmico.
Por ejemplo, el complejo molecular de la invenciéon puede comprender eritropoyetina (EPO). Cuando la EPO se
utiliza como un Unico farmaco, la dosis inicial cominmente utilizada es de 25-30 unidades por inyeccion kg, dos
o tres veces por semana. (En promedio 5000-6000 unidades por semana). Algunos pacientes pueden manejar
cada semana o incluso cada dos semanas con inyecciones subcutaneas. La EPO intravenosa debe ser dada un
minimo de 2 o 3 veces por semana. Otros regimenes de dosificacién se pueden encontrar en Physician’s Desk
References (56va ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va ed., 2004).

0287 En oftra realizacion, el complejo molecular de la invencion puede comprender un activador del
plasminogeno tisular (tPA), tales como Alteplasa (Activase ®, Genentech). La Alteplasa es un glucoproteina
purificada de 527 aminoacidos. La Alteplasa se utiliza en el manejo y el tratamiento de infarto agudo de
miocardio (IAM), accidente cerebrovascular isquémico agudo, y la embolia pulmonar. La Activase se administra
por via intravenosa. Para el manejo y el tratamiento del IAM, existen dos regimenes de dosificacion: la infusién
acelerada y la infusién de 3 horas. En la infusién acelerada, para pacientes con un peso> 67 kg, se administran
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100mg como un bolo intravenoso de 15mg, seguido por 50mg infundido durante los siguientes 30 minutos, y
luego 35mg infundido durante los proximos 60 minutos. Para los pacientes que pesan menos que o 67 kg, la
dosis recomendada se administra como un bolo intravenoso de 15mg, seguido de 0.75mg/kg infundido durante
los préximos 30 minutos que no exceda de 50mg vy, a continuacion 0.5mg/kg durante los préximos 60 minutos
que no exceda de 35mg. En la infusion de 3 horas, la dosis recomendada es 100mg administrados como 60mg
en la primera hora, 20mg en la segunda hora, y 20mg mas de la tercera hora. Los regimenes de dosificacion de
alteplasa en el tratamiento de otra enfermedad también se puede encontrar en Physician’s Desk Reference,
(56va ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va ed., 2004).

0288 En otra realizacién, el complejo molecular de la invencién puede comprender un factor estimulante de
colonias granulocitos-macrofagos (GM-CSF), tales como Leukine ® (Berlex). Leukine® puede ser utilizado, por
ejemplo, seguido de quimioterapia de induccién en la leucemia mieldgena aguda, en movilizacion y después de
un trasplante de células progenitoras de sangre periférica autélogas, en la reconstitucion mieloide después del
trasplante autélogo de médula 6sea, en la reconstitucion mieloide después de un trasplante alogénico de
médula dsea, y en el fallo de trasplante de médula ésea o retraso del injerto. Los regimenes de dosis para
diferentes enfermedades pueden variar. En un ejemplo, cuando se usa Leukine® posterior al trasplante de
células progenitoras de sangre periférica, la dosis recomendada es 250mcg/m?/dia administrada por via
intravenosa a lo largo de 24 horas o por via subcutanea una vez al dia comenzando inmediatamente después
de la infusion de células progenitoras y continuando hasta que se alcanza un ANC>1.500 células/mm? durante 3
dias consecutivos. Otros regimenes de dosificacion también se pueden encontrar en Physician’s Desk
Reference, (56va ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va ed., 2004).

0289 En oftra realizacién, el complejo molecular de la invencién puede comprender un factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), como Neupogen®. Neupogen® puede usarse, por ejemplo, en pacientes con
cancer que reciben quimioterapia mielosupresora, pacientes con leucemia mieloide aguda que reciben
quimioterapia de induccién o de consolidacién, pacientes con cancer que reciben trasplante de médula 6sea,
pacientes sometidos a recoleccion de células progenitoras de sangre periférica y terapia, y pacientes con
neutropenia crénica severa. Los regimenes de dosificacién son diferentes en diferentes enfermedades. En un
ejemplo, los pacientes con cancer que reciben trasplante de médula ésea pueden recibir 10mcg/kg/dia dados
como una infusion via intravenosa de 4 o 24 horas, 0 como una infusion via subcutédnea continua de 24 horas.
Otros regimenes se pueden encontrar en Physician’s Desk Reference, (56va ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va
ed., 2004).

0290 En oftra realizacién, el complejo molecular de la invencion puede comprender una enzima, como la
glucocerebrosidasa (Cerezyme® por Genzyme), que se utiliza en enfermedades de deficiencia de enzimas tales
como la enfermedad de Gaucher. Cerezyme® se administra por infusion intravenosa durante 1-2 horas. La
dosis debe ser individualizada para cada paciente. Las dosis iniciales van desde 2.5U/kg de peso corporal 3
veces a la semana a 60U/kg una vez cada 2 semanas. Otros regimenes se pueden encontrar en Physician’s
Desk Reference, (56va ed., 2002, 57va ed., 2003, y 58va ed., 2004).

0291 En diversas realizaciones, la oligomerizacion con lectina segun la presente invencion puede disminuir la
dosis eficaz del farmaco mencionado, por ejemplo, por 1, 5, 10, 20, 50, 100 veces o0 mas. Cuando la dosis del
farmaco no se da en unidad de peso, puede ser convertida a la unidad de peso segun las especificaciones del
fabricante o cualquier método conocido en la materia y la cantidad correspondiente de lectina presente en el
complejo molecular puede ser entonces calculada en consecuencia.

5.9.2 Regimenes Terapéuticos

0292 Para cualquiera de las terapias de combinacion antes descritas para el tratamiento o prevencion de una
enfermedad (por ejemplo, cancer, enfermedades infecciosas, anemia, condiciones inmunosupresivas,
deficiencias enzimaticas o deficiencias hormonales), los complejos de la invencién se pueden administrar antes
de, simultdneamente con, o después de la administraciéon de la modalidad no basada en lectina-glicoproteina.
La modalidad no basada en lectina-glicoproteina puede ser cualquiera de las modalidades antes descritas para

71



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395126 T3

el tratamiento o la prevencién de cancer o enfermedad infecciosa (o cualquier otra modalidad de tratamiento
que es deseable para tratamiento o prevencién de la enfermedad en cuestién).

0293 En una realizacion, los complejos de la invencion se administran a un sujeto a razonablemente el mismo
tiempo que la otra modalidad. Este método prevé que las dos administraciones se realizan dentro de un marco
de tiempo de menos de un minuto a unos cinco minutos, unos sesenta minutos, unas 2 horas, unas 3 horas,
unas 4 horas, unas 6 horas, unas 8 horas, o hasta 12 horas entre si, por ejemplo, en la misma visita del
médico.

0294 En otra realizacion, los complejos de la invencion y una modalidad se administran exactamente al mismo
tiempo. En otra realizacion, los complejos de la invencién y la modalidad se administran en una secuencia y
dentro de un intervalo de tiempo de modo que los complejos de la invencion y la modalidad pueden actuar
conjuntamente para proporcionar un beneficio mayor que si se administran solos. En otra realizacién, los
complejos de la invencion y una modalidad se administran suficientemente préximos en el tiempo a fin de
proporcionar el resultado terapéutico o profilactico deseado. Cada uno se puede administrar simultaneamente o
por separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier via adecuada. En una realizacion, los complejos de
la invencién y la modalidad son administrados por diversas vias de administracion. En una realizacion
alternativa, cada uno es administrado por la misma via de administracion. Los complejos de la invencién
pueden administrarse en los mismos o diferentes sitios, por ejemplo brazo y pierna. Cuando se administran
simultaneamente, los complejos de la invencidn y la modalidad pueden o no ser administrados mezclados o en
el mismo lugar de la administracion por la misma via de administracion.

0295 En una realizacion preferida, los complejos de la invencién se administran de acuerdo con el régimen
descrito en la Seccion 5.9.1. En diversas realizaciones, los complejos de la invencion y otra modalidad se
administran con menos de 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de diferencia, 1 hora a 2 horas de
diferencia, 2 horas a 3 horas de diferencia, 3 horas a 4 horas de diferencia, 4 horas a 5 horas de diferencia, 5
horas a 6 horas de diferencia, 6 horas a 7 horas de diferencia, 7 horas a 8 horas de diferencia, 8 horas a 9
horas de diferencia, 9 horas a 10 horas de diferencia, 10 horas a 11 horas de diferencia, 11 a 12 horas de
diferencia, no mas de 24 horas de diferencia o0 no mas de 48 horas de diferencia. En otras realizaciones, los
complejos de la invencion y otra modalidad se administran de 2 a 4 dias de diferencia, de 4 a 6 dias de
diferencia, 1 semana de diferencia, de 1 a 2 semanas de diferencia, 2 a 4 semanas de diferencia, un mes de
diferencia, de 1 a 2 meses de diferencia, o0 2 meses o mas de diferencia. En realizaciones preferidas, los
complejos de la invencién y otra modalidad se administran en un marco de tiempo donde ambos estan todavia
activos. Un experto en la materia sera capaz de determinar tal marco de tiempo determinando la vida media de
cada componente administrado.

0296 En una realizacion, los complejos de la invencion y otra modalidad se administran dentro de la misma
visita del paciente. En una realizacion preferida especifica, los complejos de la invencién se administran antes
de la administracion de otra modalidad. En una realizacion especifica alternativa, los complejos de la invencién
se administran después de la administracion de otra modalidad.

0297 En ciertas realizaciones, los complejos de la invencion y uno o mas otras modalidades son ciclicamente
administrados a un sujeto. La terapia ciclica implica la administraciéon de los complejos de la invencién en un
periodo de tiempo, seguido por la administracién de otra modalidad en un periodo de tiempo y repitiendo esta
administracion secuencial. La terapia ciclica puede reducir el desarrollo de resistencia a una o mas de las
terapias, evitar o reducir los efectos secundarios de una de las terapias, y/o mejorar la eficacia del tratamiento.
En tales realizaciones, la invencion contempla la administracion alterna de un complejo de la invencién seguido
por la administracion de otra modalidad 4 a 6 dias mas tarde, preferible 2 a 4 dias mas tarde, mas
preferiblemente 1 a 2 dias mas tarde, en el que dicho ciclo puede repetirse tantas veces como se desee. En
ciertas realizaciones, los complejos de la invencidon y uno o mas otras modalidades son alternativamente
administrados en un ciclo de menos de 3 semanas, una vez cada dos semanas, una vez cada 10 dias o una
vez cada semana. En una realizacion especifica, los complejos de la invencién se administran a un sujeto
dentro de un marco de tiempo de una hora a veinticuatro horas después de la administracion de otra modalidad.
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El marco de tiempo puede ampliarse ain mas a unos pocos dias 0 mas si se usa un tipo de liberaciéon lenta o
continua del sistema de suministro de la modalidad.

5.9.3 Formulaciones y Uso

0298 Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencion pueden ser formuladas
de manera convencional usando uno o mas portadores o excipientes fisioldgicamente aceptables.

0299 Asi, los complejos y sus sales y solvatos fisioldgicamente aceptables pueden formularse para
administracion por inhalacién o insuflacion (a través de la boca o la nariz), oral, bucal, parenteral, intradérmica,
mucosa, subcutanea, intravenosa, rectal, o administracion transdérmica. También se contemplan métodos no
invasivos de administracion.

0300 Para administraciéon oral, las composiciones farmacéuticas pueden tomar forma de, por ejemplo,
comprimidos o capsulas preparados por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables
tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidéon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o fosfato de hidrogeno y
calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); desintegrantes (por ejemplo, almidén de
patata o glicolato de almidon sdédico), o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato sédico). Los
comprimidos pueden recubrirse por métodos bien conocidos en la materia. Las preparaciones liquidas para
la administracion oral pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden
ser presentadas como un producto seco para su constitucidon con agua u otro vehiculo adecuado antes de su
uso. Tales preparaciones liquidas pueden prepararse por medios convencionales con aditivos
farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de
celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o acacia); vehiculos
no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras , ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales
fraccionados) y conservantes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sérbico). Las
preparaciones pueden contener también sales tampdn, aromatizantes, colorantes y agentes edulcorantes,
segun proceda.

0301 Las preparaciones para administracion oral pueden ser convenientemente formuladas para proporcionar
una liberacion controlada de los complejos activos.

0302 Para la administracion bucal las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos o pastillas
formuladas de manera convencional.

0303 Para administracion por inhalacién, los complejos para uso segun la presente invencién se suministran
convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol desde envases presurizados o un
nebulizador, con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la
unidad de dosificacién puede determinarse proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida.
Las capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador pueden formularse
conteniendo una mezcla de polvo de los complejos y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

0304 Los complejos se pueden formular para administracién parenteral por inyeccion, por ejemplo, mediante
inyeccién en bolo o infusién continua. Las formulaciones para inyeccién pueden presentarse en forma de
dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante afiadido. Las
composiciones pueden tomar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener agentes de formulacidn tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes. Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para su reconstitucion con
un vehiculo adecuado, por ejemplo agua estéril apirdbgena, antes de su uso.

0305 Los complejos también pueden formularse en composiciones rectales tales como supositorios o enemas
de retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u
otros glicéridos.
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0306 En adicion a las formulaciones descritas anteriormente, los complejos se pueden formular también como
una preparacion de depésito. Tales formulaciones de accion prolongada pueden administrarse por implantacion
(por ejemplo por via subcutanea o intramuscular) o por inyeccioén intramuscular. Asi, por ejemplo, los complejos
pueden formularse con materiales poliméricos o hidrofébicos (por ejemplo como una emulsidon en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio idnico o como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco
soluble.

0307 Las composiciones pueden, si se desea, ser presentadas en un envase o dispositivo dispensador que
puede contener uno o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el ingrediente activo. El envase
puede comprender, por ejemplo, lamina de metal o plastico, tal como un envase blister. El envase o dispositivo
dispensador puede ir acompanado de instrucciones para su administracion.

0308 También se abarca el uso de adyuvantes en combinaciéon con o en mezcla con los complejos de la
invencion. Los adyuvantes contemplados incluyen pero no estan limitados a adyuvantes de sales minerales o
adyuvantes de gel de sales minerales, adyuvantes de particulas, adyuvantes de microparticulas, adyuvantes
mucosaes, y adyuvantes inmunoestimulantes, tales como los descritos en la Seccion 5.8. Los adyuvantes se
pueden administrar a un sujeto como mezcla con complejos de la invencién, o utilizarse en combinacién con los
complejos como se describe en la Seccién 5.9.2.

0309 También se contempla el uso de Difosfato de adenosina (ADP) en combinacion o en mezcla con los
complejos de la invencion, preferiblemente complejos gp96.

5.9.4 Kits

0310 La invencién también proporciona kits para llevar a cabo los regimenes terapéuticos de la invencion. Tales
kits comprenden uno o mas recipientes con cantidades terapéutica o profilacticamente eficaces de los
complejos moleculares de la invencion en forma farmacéuticamente aceptable. El complejo molécula en un vial
de un kit de la invencidon puede estar en forma de una solucién farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, en
combinacion con solucion salina estéril, solucion de dextrosa o soluciéon tamponada, u otro fluido estéril
farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, el complejo puede ser liofilizado o desecado, en este ejemplo,
el kit ademas comprende opcionalmente en un recipiente una solucion farmacéuticamente aceptable (por
ejemplo, solucién salina, solucién de dextrosa, etc.), preferiblemente estéril, para reconstituir el complejo para
formar una solucion para fines de inyeccion.

0311 En otra realizacién, un kit de la invencién comprende ademas una aguja o jeringa, preferiblemente
envasada en forma estéril, para inyectar el complejo, y/o una gasa con alcohol envasada. Se incluyen
opcionalmente instrucciones para administracion de complejos moleculares de la invencién por un médico o por
el paciente.

0312 En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona kits que comprenden una pluralidad de
recipientes cada uno comprendiendo una formulacion farmacéutica o composicion que comprende una dosis de
complejos moleculares de la invencion suficientes para una sola administraciéon terapéutica o profilactica. La
invencion también proporciona kits que comprenden un recipiente que comprende una glicoproteina
inmunoldgicamente y / o biolégicamente activa o un complejo de la misma, y un recipiente que comprende
lectina. Opcionalmente, pueden incluirse en los kits instrucciones para la formulacion de los complejos
oligomerizados de acuerdo con los métodos de la invencion.

0313 En una realizacién especifica, un kit comprende un primer recipiente que contiene un complejo molecular
purificado, y un segundo recipiente que contiene una modalidad de tratamiento diferente en una cantidad que,
cuando se administra antes, simultaneamente con, o después de la administracién del complejo molecular en el
primer recipiente, es eficaz para mejorar la eficacia global del tratamiento respecto a la eficacia de la
administracion de cada componente por separado, o es eficaz para disminuir los efectos secundarios del
tratamiento (por ejemplo, en comparacién con los efectos secundarios observados) cuando cada componente
se usa solo. En una realizacién especifica preferida, la invenciéon proporciona un kit que comprende en un
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primer recipiente un complejo molecular purificado de la invencidon que comprende una poblaciéon de complejos
no covalentes peptidicos obtenidos a partir de tejido canceroso de un mamifero y oligomerizado en presencia
de Con A; en un segundo recipiente, una composicién que comprende un agente quimioterapéutico de cancer
purificado, y en un tercer recipiente, una composicién que comprende una citoquina purificada.

5.10 Seguimiento de Efectos Durante el Tratamiento

0314 EIl efecto del tratamiento con los complejos moleculares de la invencion puede ser controlado por
cualquier método conocido por un experto en la materia. Por ejemplo, mejora o empeoramiento de sintomas y/o
resultados de laboratorio, tecnologias de imagen, o empeoramiento de diversos ensayos bioquimicos, todo
puede ser usado para controlar el efecto del tratamiento.

0315 El efecto del tratamiento con los complejos moleculares de la invencion en el desarrollo y progresion de
enfermedades neoplasicas puede ser controlado por cualquier método conocido por un experto en la materia,
incluyendo pero no limitado a medir: a) hipersensibilidad retardada como evaluacién de inmunidad celular; b)
actividad citolitica de linfocitos T in vitro c) niveles de antigenos tumorales especificos, por ejemplo, antigenos
carcinoembrionarios (CEA); d) cambios en la morfologia de tumores usando técnicas tales como una tomografia
computarizada (TC), e) cambios en niveles de biomarcadores putativos de riesgo para un determinado tipo de
cancer en sujetos en alto riesgo, y f) cambios en la morfologia de tumores usando un sonograma.

5.10.1 Prueba Cutanea de Hipersensibilidad Retardada

0316 Pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada son de gran valor en la inmunocompetencia general y la
inmunidad celular a un antigeno. La incapacidad para reaccionar a una bateria de antigenos cutaneos comunes
se denomina anergia (Sato, T. et al., 1995, Clin. Immunol. Pathol., 74:35-43).

0317 La técnica apropiada de prueba cutanea requiere que los antigenos sean almacenados estériles a 4°C,
protegidos de la luz y reconstituidos poco antes de su uso. Una aguja de calibre 25 o 27 asegura la
administracion intradérmica, en lugar de subcutanea, del antigeno. Veinticuatro y 48 horas después de la
administracion intradérmica del antigeno, las mayores dimensiones tanto de eritema e induracién se miden con
una regla. La hipoactividad para cualquier antigeno o grupo de antigenos dado se confirma probando con
mayores concentraciones de antigeno o, en circunstancias ambiguas, por una repeticion de la prueba con una
prueba intermedia.

5.10.2 Activacion In Vitro de Células T Citotoxicas

0318 8x10° Linfocitos T derivados de sangre periférica aislados por la técnica de centrifugacion de gradiente de
Ficoll-Hypaque, son re-estimulados con 4x10* células tumorales tratadas con mitomicina C en 3 ml de medio
RPMI que contiene 10% de suero fetal de ternero. En algunos experimentos, sobrenadante secundario 33% de
cultivo mixto de linfocitos o IL-2, se incluye en el medio de cultivo como una fuente de factores de crecimiento
de células T.

0319 Con el fin de medir la respuesta primaria de los linfocitos T citoliticos después de la inmunizacion, las
células T se cultivan sin las células tumorales estimuladoras. En otros experimentos, las células T se re-
estimulan con células antigénicamente distintas. Después de seis dias, los cultivos se analizan para determinar
citotoxicidad en un ensayo de liberacion de Cr 51 de 4 horas. La liberacion de Cr 51 espontanea de las dianas
debe alcanzar un nivel inferior al 20%. Para la actividad bloqueante anti-MHC de clase |, se afade un
sobrenadante concentrado diez veces de hibridoma W6/32 al ensayo a una concentracion final de 12,5% (Heike
M., et al., J. Inmunoterapia, 15:165-174).

5.10.3 Niveles de Antigenos Especificos de Tumores

0320 Aunque puede no ser posible detectar antigenos tumorales Unicos en todos los tumores, muchos tumores
muestran antigenos que los distinguen de las células normales. Los reactivos de anticuerpos monoclonales han
permitido el aislamiento y la caracterizacion bioquimica de los antigenos y han sido muy valiosos
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diagndsticamente para la distincion de células transformadas y no transformadas y para la definiciéon del linaje
celular de las células transformadas. Los antigenos asociados a tumores humanos mejor caracterizados son los
antigenos oncofetales. Estos antigenos se expresan durante la embriogénesis, pero estan ausentes o son muy
dificiles de detectar en el tejido adulto normal. El antigeno prototipo es antigeno carcinoembrionario (CEA), una
glicoproteina que se encuentra en el intestino fetal y en células humanas de cancer de colon, pero no en células
adultas normales de colon. Dado que CEA se desprende de células de carcinoma de colon y se encuentra en el
suero, se penso originalmente que la presencia de este antigeno en el suero podria ser utilizado para examinar
pacientes del cancer de colon. Sin embargo, los pacientes con otros tumores, como cancer de pancreas y
cancer de mama, también tienen niveles séricos elevados de CEA. Por lo tanto, el monitoreo de la caida y
elevacion de los niveles de CEA en pacientes con cancer sometidos a terapia ha demostrado ser util para
predecir progresion del tumor y respuesta al tratamiento.

0321 Varios otros antigenos oncofetales han sido utiles para el diagnéstico y control de tumores humanos, por
ejemplo, alfa-fetoproteina, una alfa-globulina secretada normalmente por el higado fetal y células del saco
vitelino, se encuentra en el suero de pacientes con enfermedad hepatica y tumores de células germinales y se
puede utilizar como un marcador del estado de la enfermedad.

5.10.4 Tomografia Computarizada (TC)

0322 TC sigue siendo la eleccién de técnicas para la clasificacion correcta de los canceres. TC ha demostrado
ser mas sensible y especifica que cualquier otra técnica de imagen para la deteccién de metastasis.

5.10.5 Medicién de Biomarcadores Putativos

0323 Los niveles de un biomarcador putativo para el riesgo de un tipo especifico de cancer se miden para
controlar el efecto del complejo molecular de la invencién. Por ejemplo, en sujetos con mayor riesgo de cancer
de préstata se mide,el suero de antigeno especifico de prostata (PSA) por el procedimiento descrito por Brawer,
M.K., et. al., 1992, J. Urol., 147:841-845, y Catalona, W.J., et al., 1993, JAMA, 270:948-958; o en sujetos con
riesgo de cancer colorrectal, CEA se mide como se describié anteriormente en la Seccion 5.10.3, y en sujetos
con mayor riesgo de cancer de mama, 16 - hidroxilacién de estradiol se mide por el procedimiento descrito por
Schneider, J. et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 79:3047-3051.

5.10.6 Sonograma

0324 Un sonograma sigue siendo una alternativa de eleccion de la técnica para la clasificacion exacta de
canceres.

6. EJEMPLO 1: NIVELES CONSTANTEMENTE ELEVADOS DE CON A EN LOTES DE COMPLEJO GP96-
PEPTIDO HUMANO

0325 Homogeneizados de tejido de cuatro muestras independientes tumorales renales humanas (A a D) se
prepararon y procesaron por cromatografia en columna de Con A. La Con A eluida se dividié y la mitad del
material se aparté. La muestra restante fue cambiada de tampén a PBS (columna PD-10) y, a continuacion
ambas muestras purificadas adicionalmente en columnas DEAE separadas que producen dos productos finales
homogeneizado en concordancia - uno producido sin cambio de tampén (sin Bx) entre Con A y columnas DEAE
y uno producido con una etapa de cambio de tampdn (Bx) entre las dos columnas. Un ELISA sensible para
detectar Con A fue a continuacion utilizado para determinar la concentracion de Con A en estas muestras
separadas de gp96-péptido. ELISA Concanavalina A especifico:

0326 Materiales: Concanavalina A era de Sigma, Catalogo # C7275. Anticuerpo de captura: anti Con A de ratén
Cat# MAB 158 Biotecnologia Maine, anticuerpo primario: anti Con A de conejo Cat# C7401 Sigma, anticuerpo
de deteccion: Cabra anti IgG-HRP de conejo Cat# 111-035-144 Jackson ImmunoResearch. 0.1M de NaHCO;
pH 9.6. Tampén de Lavado PBST PBS+0.05% de Tween 20. Tampon de Bloqueo: 2% Leche Descremada en
Polvo en Tampoén de Lavado (PBST). Metil a-D-manopirandsido (a-MM), USB Cat# 19115. Diluyente de
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Muestra: PBS mas 1% de BSA y 10% de MMP. TMB Micropocillos Sustrato, Cat# 50-76-05 KPL. Solucion de
Parada, Cat # 50-85-05 KPL

0327 Métodos: las placas se recubrieron con 2ug/mL anti-Con A de ratén en 0.1M de NaHCO3 pH 9.6 y se
incubd durante la noche a 4°C. La placa se lavo (PBS-Tween) y posteriormente bloqueado (1% de BSA / PBS)
a 37°C durante 1 hora y se lavé a continuacién. Las muestras y 100ul/pocillo, se incubaron (37°C durante 1
hora) y la placa se lavé. Se afiadié anti-Con A de conejo en 1% de BSA + 10% a-MM y la placa se incubé a
37°C durante 1 hora y después se lavé. Se afiadié anticuerpo de deteccidon de cabra anti conejo IgG-rabano
peroxidasa 1: 5000 en tampdn de bloqueo y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 0.5 horas y se
lavé a continuacion. Se afiadié entonces sustrato TMB a cada pocillo, la placa se incubd (TA, 10 min), se afiadio
solucidn de parada y la placa se observd a 450nm.

0328 Resultados: gp96 purificada de un homogeneizado comun usando un proceso que incluye el paso de
intercambio de tampén tenian niveles mas altos de Con A que la muestra correspondiente gp96-
homogeneizado en concordancia producida con la omision del paso de intercambio de tampon (Figura 1).

7. EJEMPLO 2: CON A ESTA PRESENTE EN UN COMPLEJO MOLECULAR OLIGOMERIZADO

0329 Un homogeneizado comun de tejido de fibrosarcoma murino inducido quimicamente (Meth A) fue
preparado y procesado por cromatografia en columna Con A. La Con A eluida se dividié y la mitad del material
se apartd. La muestra restante fue cambiada tampdn a PBS y luego ambas muestras purificadas en columnas
DEAE separadas que producen dos productos finales homogeneizados en concordancia - uno producido sin
cambio de tampodn (sin Bx) y uno producido con un paso de intercambio de tampdn (Bx) entre las columnas Con
Ay DEAE. Ambas muestras, junto con una muestra libre de Con A (5ug, 50ug/mL) fueron fraccionadas por SEC
en una columna Superdex 200 (Alta, media y baja, respectivamente). Las fracciones recogidas se analizaron
para gp96 por SDS-PAGE (fracciones 1 a 8; recuadro) y el contenido de Con A en las fracciones individuales
evaluado por un ELISA directo contra Con A (fracciones 1 a 14; superposicion) (Para ELISA directo contra Con
A, ver Ejemplo 1). Poco Con A se encontrd en la preparacion sin Bx-gp96 mientras que la gp96 producida con
Bx mostré tener Con A en fracciones 1 a 5. Con A libre eluyd mucho mas tarde sugiriendo que la Con A
presente en la muestra Bx-gp96 no era libre, sino asociada a una especie de alto peso molecular.

0330 Para verificar que gp96 estaba oligomerizada con Con A, un homogeneizado comun de tejido de
fibrosarcoma murino inducido por Meth A fue preparado y procesado usando un proceso que incluyé Con Ay
cromatografia de columna DEAE. La gp96 purificada final se dividié en dos. Para una mitad del material, se
afadié Con A ex6geno a una concentracion final de 50ug/mL; se afiadié tampdn solo a la otra como control,
ambas muestras se incubaron a 37°C durante 2 horas y después se fraccionaron por SEC (Superdex 200). Las
fracciones individuales se analizaron por SDS-PAGE, y por ELISA especifico de Con A y gp96. Los datos
analiticos para el material producido sin la etapa de intercambio de tampdn se muestran en el panel izquierdo;
al que Con A fue afadido a la derecha. En el panel de la izquierda del pico de gp96 esta en la fraccién 5 y los
niveles de Con A detectados por ELISA especifico son bajos. En el panel de la derecha (Con A afadido) dos
picos de gp96 son evidentes como se muestra por SDS-PAGE (recuadro; fracciones de pico 3 (flecha) y 5) y
gp96 ELISA (fracciones 3 y 5) asi como un pico de Con A centrado en la fraccion 3. Con A medié un cambio en
la posicion de elucién de gp96.

8. EJEMPLO 3: LA OLIGOMERIZACION SE CORRELACIONA CON POTENCIA IN VITRO e IN VIVO

8.1 El contenido de Con A se Correlaciona con Potencia In Vitro para Muestras de gp96 Humana

0331 Las muestras de gp96 de cuatro muestras tumorales humanas renales independientes (A a D) se
prepararon como se describié anteriormente (ver Fig. 1) generando cuatro muestras pareadas que soélo difieren
en la inclusion u omisién de una etapa de intercambio de tampdn entre columnas Con A y DEAE. Todas las
ocho muestras se analizaron para el contenido de Con A (panel A; ver también Fig. 1.) junto con la
representacion de antigeno in vitro utilizando el sistema CD71 (Panel B). En cada caso, el material preparado
por el proceso que incluye la etapa de intercambio de tampdn (y que contiene niveles elevados de Con A) tuvo
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una mayor actividad de representacion in vitro que una muestra generada a partir del tumor coincidente
homogeneizado y preparado por un paso en el que la etapa de intercambio de tampdn fue omitida.

Ensayo de representacion CD71 in vitro:

0332 Materiales: la linea celular que presenta antigeno, RAW264.7 (ATCC # TIB-71), se utilizé en estos
experimentos. Es una de linea celular de macréfagos transformado por virus de Abelson de leucemia murina,
que se origind a partir de la cepa BALB/c (H-2d). Se generd un hibridoma de células T por fusion de células T
BALB/c especificas para CD71 humano 9-mero con células de timoma BWaf3'. Las células T se fusionaron con
células BWap™ por PEG y se seleccionaron en medio HAT. Las células de hibridoma T-T resultantes fueron
examinadas entonces para especificidad de CD71 9-mero midiendo la produccion de IL-2 por proliferacion de
células HT-2 después de estimulacién antigénica. El medio utilizado fue RPMI 1640 (Gibco-BRL). Se purificd
gp96 humano de tumores renales humanos utilizando ambos procesos de intercambio de tampdén y de no
intercambio de tampon y también un método de columna scFv como se ha descrito (Arnold-Schild et al., Supra).
gp96-CT26 murino, purificado a partir de tumor CT26 usando el mismo protocolo de purificacion como muestra
de ensayo y péptido CD71 9mero murino (TYEALTQKYV) fueron utilizados como controles negativos de
antigenos. CD71 9mero humano (TYKELIERI) se utilizé6 como control positivo de antigeno.

0333 Preparacion de gp96 derivado de tumor humano: gp96 derivado de humano se purificd a partir de tumores
renales humanos. Brevemente, los tumores se homogeneizaron y clarificaron por centrifugacion. El
sobrenadante libre de células se sometié a precipitacion con sulfato amoénico al 50%. El sobrenadante
resultante se purificd adicionalmente usando cromatografia de Con A y DEAE. La proteina se esterilizé por
filtracién (0.22 Pm), alicuotada, y almacenada a -80+20°C hasta su uso.

0334 Ensayo de re-presentacion: en una placa de 96 pocillos de fondo plano, se co-cultivaron hibridomas de
células T especificas de CD71 humanas (5x104) con células RAW264.7 (5x104). Se afadieron por triplicado
concentraciones deseadas de gp96 humana, comnzando desde 150 ug/ml y titulando hacia abajo. Se afiadieron
controles positivos y negativos apropiados, y el volumen del medio se ajustd para alcanzar un volumen final de
200uL. En adicion a la placa de ensayo que contiene tanto los hibridomas de células T como APCs, se
afiadieron como controles placas que contienen solo hibridomas de células T, o s6lo APCs,. Las placas se
agitaron ligeramente golpeando antes de colocarlas a 37°C en un incubador de CO, al 5% durante 20 horas.
Después de la incubacion, las células se granularon a 1000 RPM durante 5 minutos a 4°C. Los sobrenadantes
fueron transferidos a placa de 96 pocillos de fondo redondo y se ensayaron para produccion de |IL-2 por ELISA
(R&D).

8.2 El Contenido de Con A se Correlaciona con Potencia In Vivo en el Sistema CT 26 Murino

0335 Las muestras de gp96 de dos muestras de tumores CT26 murinos independientes (Preps A y B) se
prepararon como se ha descrito anteriormente para muestras derivados de tumores humanos (ver Fig. 1). Las
cuatro muestras se analizaron para contenido de Con A (Panel A) y representacién de antigeno in vitro
utilizando el sistema CT26 (Panel B). En cada caso, el material preparado por el proceso que incluye la etapa
de intercambio de tampén (y que tiene una mayor cantidad de Con A) tuvo una mayor actividad de
representacion in vitro que una muestra generada a partir del homogeneizado tumoral concordante y preparado
por un paso en el que la etapa de intercambio tampdn se omitid.

Ensayo de representacion de antigeno CT26 in vitro:

0336 Materiales: la linea celular que presenta antigeno, RAW264.7 (ATCC # TIB-71), se utilizé en estos
experimentos. Es una linea celular de macréfagos transformado por virus de Abelson de leucemia murina, que
se originé de la cepa BALB/c (H-2d). Linfocitos T citotoxicos (CTLs): Las se obtuvieron células T especificas
para el péptido de tumor CT26 del University of Connecticut Medical Center. Estas células T son especificas
para el epitopo AH1, secuencia de aminoacidos SPSYVYHQF. Estos CTLs son re-estimulados una vez por
semana con el péptido AH1 9 mero mas esplenocitos irradiados con BALB/c. Se utilizd medio de cultivo de
tejido AIM V (Gibco-BRL). Este es un medio libre de suero que no contiene proteasas. Las proteasas son
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indeseables ya que pueden digerir péptidos alargados a un tamafio menor capaces de sobrecarga sobre
molécula MHC induciendo una respuesta CTL independiente de la representacion de antigeno. Se purificé gp96
derivada de CT26 a partir de tumores de ratén utilizando ambos procesos de intercambio de tampoén y de no
intercambio de tampén. AH1 19mero (RVTYHSPSYVYHQFERRAK) solo se afiadié como control negativo, asi
como gp96 derivado de érganos normales de ratén. Se utilizé como control positivo AH1 9mero (SPSYVYHQF),
que puede sobrecargar y cebar para el reconocimiento de CTL. Un control positivo adicional incluyd gp96
derivado de raton complejado con péptido AH1 19mer.

0337 Métodos:

0338 Preparacion de gp96 Derivado de CT26: gp96 derivado de CT26 fue purificado a partir de tumores sélidos.
El tumor de ratén se homogeneizé y aclar6 por centrifugacion. El sobrenadante libre de células se sometié a
una precipitacién con sulfato amoénico al 50%. El sobrenadante resultante se purificé adicionalmente mediante
cromatografia de Con A y DEAE. La proteina se esterilizé por filtracion (0.22 Pm), se tomaron alicuotas y se
almacenaron a -80+20°C hasta su uso.

0339 Preparacion de complejos gp96-AH1 19mero (muestras de complejo de control positivo): péptido AH1
19mero, disuelto en H,0, se afiadié a gp96 en una relacién molar 50:1. Las muestras fueron brevemente
mezcladas en un tubo conico de 15 ml en un volumen de aproximadamente 1 a 2ml, dependiendo de qué
cantidad de proteina esta siendo complejada, y colocadas a 37°C durante 0.5 horas. Después de la incubacion,
las muestras se lavaron 4X con 5ml de PBS utilizando una unidad de filtro giratorio 30K MWCO Centricon
(Millipore) y se analizaron para la concentracion de proteina por el ensayo de Bradford.

0340 Preparacion de AH1-9mero (muestras de ensayo de control positivo): AH1 9mero puede cargarse
directamente en moléculas MHC |, por lo tanto, se utilizd como control positivo para estimular directamente
células T sin procesamiento por APCs.

0341 Las muestras negativas de control incluyeron gp96 no complejado o péptido 19mero desnudo disuelto en
PBS a la misma concentracion molar.

0342 Ensayo de re-presentacion: células T especificas de péptido AH1 (8 dias de post-estimulacion) se lavaron
3 veces para eliminar las APCs, y re-suspendieron en medios AIM V a 2x10° células/ml. Células RAW 264.7
fueron utilizadas como APCs, y lavadas una vez en DMEM mas 10% de FCS, antes de re-suspender a 2x10°
células/ml en AIM V. En una placa de 96 pocillos de fondo redondo muestras de gp96 derivadas de CT26 se
agregaron por cuadruplicado y se hizo una dilucién en serie dos veces (200ug/ml - 6.25ug/ml). Se anadieron
controles positivos y negativos apropiados, asi como la cantidad de AIM V necesaria para alcanzar un volumen
final de 250ul. En cada pocillo fueron co-cultivadas 1x10* células T con un nimero igual de APCs. Las placas
que contenian solo células T fueron utilizadas como controles. Las placas se incubaron a 37°C y CO, al 5%
durante 18 horas.

0343 Después de la incubacion, las células se peletizaron por centrifugacion a 1000rpm durante 5 minutos a
4°C. Los sobrenadantes se transfirieron a placas de 96 pocillos de fondo plano para ELISA y se almacenaron a
-20°C. Los niveles de IFN-y se midieron por ELISA (Sistemas R&D).

8.3 El contenido Con A se Correlaciona tanto con la Actividad in vitro en el Ensayo de Representacion Meth A y
la Potencia in vivo_en el Modelo de Proteccion del Tumor Meth A Murino

0344 Dos preparaciones Meth A gp96 separadas se preparon a partir de un homogeneizado tumoral comun
(antes descrito) generando una muestra pareada que difiere Unicamente en la inclusiéon u omision de una etapa
de cambio de tampdn entre columnas Con A y DEAE. Estas muestras se analizaron por ELISA Con A para el
contenido Con A (Panel A), la actividad in vitro en el ensayo de representacion Meth A (Panel B) e in vivo en el
ensayo de proteccion tumoral Meth A a una dosis de 10ug (Panel C). Meth A gp96 preparado por un proceso
que incluye una etapa de cambio de tampdn entre columnas Con A y DEAE habia aumentado el contenido de
Con A, mayor representacion in vitro de antigeno y mayor actividad in vivo de proteccién tumoral sobre el
preparado por un proceso en el que se omitid la etapa de intercambio de tampon.
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Representacion de antigeno de Meth A in vitro:

0345 Materiales: esplenocitos BALB/c irradiados se utilizaron como Células Presentadoras de Antigenos
(APCs). Se utilizé el clon de célula T CD4+ especifica de Meth A, 24d3. Estan restringidos por I-Ed de molécula
MHCII, y son especificos para el péptido antigénico contenido dentro de la secuencia EYELRKHNFSDTG. El
medio utilizado para este ensayo fue RPMI 1640 (Gibco-BRL). La gp96 se purificd a partir de tumores Meth A
de ratén utilizando ambos procesos de intercambio de tampén y de no intercambio de tampon. La forma de tipo
salvaje del péptido L11 (EYELRKNNFSDTG) se us6 como control negativo, y la forma mutada del péptido L11
(EYELRKHNFSDTG) se utilizé como control positivo.

0346 Métodos:

0347 Preparacion de gp96 derivado de Meth A: gp96 derivado de la Meth A se purifico de tumores soélidos. Se
homogeneizé tumor de ratén y se aclaré por centrifugacion. El sobrenadante libre de células se sometié a
precipitacion con sulfato amoénico al 50%.El sobrenadante resultante se purifico adicionalmente usando
cromatografia de Con A y DEAE. La proteina se esterilizéd por filtraciéon (0.22 um), se tomaron alicuotas y
almacenaron a -80+20°C hasta su uso.

0348 Ensayo de re-presentacion: 2x104 de clones de células T CD4+ especificas de Meth A (24d3) se
incubaron con 5x10° de APCs esplénicas BALB/c irradiadas en presencia de diversas concentraciones de gp96
derivado de Meth A o de otras fuentes (100, 50, 25, 12.5, 6.25 ug/ml de concentracion final) durante 48-72hrs
en la placa de 96 pocillos de fondo plano en 200ul de volumen final. Se afadié péptido L1 de proteina ribosomal
tipo salvaje y péptido L1 de proteina ribosomal mutado en pocillos replicados y utilizados como control negativo
0 positivo, respectivamente. Después de 48-72 horas de incubacién a 37°C, CO, al 5%, se tomaron 100 pl de
sobrenadante y la produccion de IL-5 se midié por ELISA.

Ensayo de Inhibicion de Tumor Meth A In Vivo:

0349 Ensayo de inhibiciéon de crecimiento de Meth A in vivo: Ratones BALB/c (n=30 / grupo) fueron
inmunizados en el dia 0 y el dia 7 con 10 o 50 ug de gp96 por via intradérmica en el flanco. El dia 14 del
estudio, los ratones fueron abordadod con 1x10° células Meth A por via intradérmica en un volumen total de 100
MI. Los tumores de crecimiento fueron controlados durante las siguientes cuatro semanas. Todos los animales
fueron sacrificados en el dia de estudio 41 después de una medicion final del tumor. Los datos se informaron en
porcentaje de animales libres de tumor en el dia de estudio 41. Los grupos de control incluyeron no
inmunizados (diluyente - control negativo) e inmunizados con células Meth A irradiadas (control positivo).

9. EJEMPLO 4: CON A EXOGENO AUMENTA LA ACTIVIDAD DE GP96 EN EL ENSAYO DE
REPRESENTACION DE CD17 IN VITRO

0350 Se homogeneiz6 y centrifugd tejido hepatico humano produciendo un sobrenadante 11K que se dividié en
3 muestras idénticas y proceso por diferentes métodos.

0351 Dos muestras se procesaron por cromatografia en columna de Con A (ver Seccion 5.13), el aluato de Con
A se dividio y la mitad del material se apart6. La muestra restante fue cambiada de tampdn (ver Seccién 5.13) a
PBS y luego ambas muestras se purificaron en columnas DEAE separadas produciendo dos productos finales
homogeneizados en concordancia uno producido sin cambio de tampoén (NO Bx - muestra A) y uno producido
con un paso de cambio de tampdn (Bx - muestra B) entre las columnas Con A y DEAE (Figura 7).

0352 El sobrenadante 11K restante se usé para purificar gp96 utilizando columna scFv gp96-especifica como
se describe en Arnold-Schild et al., Cancer Research, 2000, 60(15):4175-4178 (referido como "Arnold-Schild" en
adelante). La purificacion se realizd6 como sigue: cinco mg de scFv anti-gp96 se acoplaron a 0.5 mg de
Sepharose CNBr-activada (Pharmacia) (Para la produccién de scFv anti-gp96, ver Arnold-Schild, o puede
hacerse por cualquier método bien conocido en la materia). Los sobrenadantes 11K se aplicaron a la columna
scFv anti-gp96. Después de lavado abundante con PBS, gp96 se eluyé con PBS, 1.3 M NaCl, 10 mM de
acetato sdodico (pH 7.2).
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0353 Todas las muestras se analizaron para la concentracion de Con A por un ELISA especifico de Con A (Con
A exdgeno (7.5ng Con A/ug proteina total) se afiadié a ambas muestras A y D a niveles equivalentes a los de la
muestra B) y para la representacion de antigeno in vitro en el sistema CD71 a una concentracion de proteina de
75ug/mL. Para muestras pareadas coincidentes, el material producido por el proceso que incluye la etapa de
intercambio de tampon (Muestra # 1; contenido de Con A 7.5 ng/ug de proteina total) era mas activo in vitro que
el material producido por un proceso en el que se omitid la etapa de intercambio de tampdn (muestra A;
contenido de Con A 0.43ng/ug de proteina total) (Figura 7). El material producido por un método de paso unico
que no utilizé un paso de purificacion en columna Con A (scFv gp96; 0 ng/ug) tuvo baja actividad in vitro similar
a la muestra A (Figura 7). La adicién de con A exdgeno a las muestras A y C a niveles equivalentes a los de la
muestra B (7.5ng Con A/ug proteina total), aumentd la actividad especifica de representacion in vitro de
antigeno a un nivel similar al presente en la muestra B (Figura 7). Este nivel de Con A no tuvo ningun efecto
sobre las células T solas.

10._EJEMPLO 5: LA ESPECIE OLIGOMERICA ES SENSIBLE A METIL ALFA-D MANOPIRANOSIDO (ALFA-
MM)

0354 Una muestra gp96 meth A se purificé por el procedimiento de purificacion estandar, incluyendo
cromatografia de Con A y DEAE vy la proteina se analizdé por SEC analitico utilizando una columna Superose 6
(Pharmacia) que mostré que la preparacion de proteina contenia principalmente gp96 dimérica (gp96 T=0). Con
A se anadio (50ug/mL final) a una alicuota de esta muestra gp96 (conc. 500ug/ml), la muestra se incubd a
temperatura ambiente y se tomaron muestras cada hora (T =1 a T = 5) y se analizaron por SEC. Una muestra
comprendiendo Con A sola también fue trabajada. La adicién de Con A medio un cambio en la posiciéon de
elucion de pico del dimero gp96 que cambid sdélo ligeramente tras el primer punto temporal. gp96 solo no
cambié durante este periodo de tiempo (gp96, T=5). Tras el punto temporal final, se tomaron dos alicuotas
separadas de la muestra final de 5hr y se afiadié un volumen igual de PBS o PBS conteniendo 10% a-MM.
Cada muestra fue re-analizada por SEC. Ningin cambio fue evidente en la muestra a la que se afadié PBS (no
mostrado). La adicion de a-MM disocioé el complejo de alto peso molecular (gp96 + Con A T=5 + a-MM),
resultando que el perfil de SEC era semejante al de la muestra de gp96 original (gp96, T=0 o T=5).

11. EJEMPLO 6: BAJA CON A: ESTEQUIOMETRIAS DE GP96 MEDIAN UN CAMBIO SENSIBLE SEC EN LA
POSICION DE ELUCION DE GP96

0355 Se purifico gp96 de tumor renal humano por el procedimiento de purificacion estandar, incluyendo
cromatografia de Con A 'y DEAE y la proteina fue analizada por SEC analitico utilizando una columna Superose
6 (Pharmacia). Con A se afadid a una concentracion final de 0.005 - 50ug/mL a gp96 (180ug/mL), la muestra
se incubo a temperatura ambiente durante 1 hora y se analizé por SEC. Estequiometrias de alrededor de 1Con
A: 10 gp96, son capaces de generar un cambio sensible a SEC en la posicién de elucion de gp96.

12. EJEMPLO 7: ADICION DE METIL METIL ALFA-D-MANOPIRANOSIDO CAUSA UNA DISMINUCION
DEPENDIENTE DE CONCENTRACION EN LA ACTIVIDAD IN VITRO DE REPRESENTACION DE ANTIGENO
CT26

0356 Una muestra de gp96 derivada de CT26 (preparada por el proceso Bx) junto con un péptido 9mero de
control positivo (SPSYVYHQF) se incubaron durante 30 minutos en presencia de 50, 100 o 400 mM a-MM
antes de diluirse (1 en 5 ) en un pocillo de placa de microtitulacion conteniendo células RAW264.7 APC vy
células T especificas de AH1. Las muestras se incubaron durante la noche y los sobrenadantes resultantes se
analizaron mediante un ELISA especifico de INF-y. a-MM provocéd una reduccion dosis-dependiente en la
representacion de antigeno CT26 y no tuvo efecto sobre el reconocimiento de células T del péptido 9mero de
control positivo. Este nivel de a-MM no afecta las viabilidades de células APC o células T.
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13. EJEMPLO 8: CON A AUMENTA LA ACTIVIDAD DE RECHAZO DE TUMOR DE HSPPC-96

13.1 Con A Anadida Durante la Purificacion de gp96 Aumenta la Actividad del Producto Purificado Final

0357 Se prepard gp96 derivado de Meth A con diferentes niveles de Con A en el producto final por adicion de
Con A durante el proceso de purificacion. Todas las muestras fueron analizadas por ELISA Con A para el
contenido de Con A (la concentracion de Con A medida en ng Con A/ug para cada muestra se indica en la
figura) y rechazo de tumor in vivo. La figura 11 muestra los resultados del ensayo de rechazo del tumor Meth A
in vivo. La adicion en proceso de Con A causé un aumento valorable en la actividad de rechazo del tumor de
HSPPC-96.

0358 Métodos:

0359 Preparacion de gp96 derivado de Meth A y adicién en proceso de Con A: Una muestra de un tumor Meth
A se homogeneizé (30 mM de tampén fosfato de sodio pH 7.2 conteniendo 2 mM MgCl, y 2mM AEBSF),
clarificado por centrifugacion, se afiadi6 sulfato amoénico sélido al 50%, la muestra se centrifuga de nuevo vy el
sobrenadante se aplica directamente a una columna de Con A. En esta etapa, al eluato Con A se cambio el
tampon a tampén fosfato salino ("PBS") y se dividié en 6 muestras idénticas. Una muestra fue procesada
inmediatamente mediante carga en una columna dietilaminoetil ("DEAE"), lavando esta muestra con fosfato de
sodio 10mM, NaCl 260mm y eluyendo con fosfato de sodio 10mM, NaCl 700mM (procedimiento estandar). Para
las cinco restantes, se afadié Con A exdgeno (niveles uno a cinco de 3ug/ml, 10ug/ml, 30ug/ml, 100ug/ml y
300ug/ml respectivamente) Todas las muestras fueron luego purificadas sobre columna de DEAE como se
describié anteriormente. Todos los eluatos DEAE fueron posteriormente cambiados de tampdn a 9% tampén
fosfato de sacarosa-potasio pH7.4.

0360 Ensayo de inhibicion de crecimiento de Meth A in vivo: ratones BALB/c (n=10/grupo) fueron inmunizados
en el dia 0 y el dia 7 con 10 pg de gp96 por via intradérmica en el flanco. El dia 14 del estudio, los ratones
fueron abordados con 1x10° células de Meth A por via intradérmica en un volumen total de 100pl. Los tumores
en crecimiento fueron controlados durante las siguientes cuatro semanas. Todos los animales fueron
sacrificados en el dia de estudio 41 después de una medicion final del tumor. Los datos se informaron en
porcentaje de animales que libres de tumor en el dia de estudio 41. Los grupos de control incluyeron no
inmunizados (diluyente - control negativo) e inmunizados con células Meth A irradiadas (control positivo).

13.2 Con A Afadida Durante la Purificacion de gp96 o Subsecuente a la Purificacion de gp96 Aumenta la
Actividad del Producto Final Purificado

0361 Se prepar6 gp96 derivada de Meth A con diferentes niveles de Con A en el producto final bien por adicién
de Con A durante el proceso de purificacion (a niveles de 30ug/ml y 300ug/ml) o tras la purificaciéon (a un nivel
de 30ug/ml). Todas las muestras fueron analizadas por ELISA Con A para contenido de Con A (la
concentracion Con A medida en ng Con A/ug para cada muestra se indica en la figura) y rechazo del tumor in
vivo. Figura 12(A) muestra los resultados del ensayo de rechazo del tumor Meth A in vivo para adicién de Con A
en proceso, y la Figura 12(B) muestra los resultados para adicion de Con A al producto final. La adicién de Con
A, sea en proceso o tras la purificacion de gp96 resultdé en un incremento en la actividad de rechazo del tumor
de HSPPC-96.

0362 Métodos:

0363 Preparacion de gp96 derivado de Meth A y adicion de Con A: Una muestra de tumor Meth A se
homogeneizé (30 mM de tampon fosfato de sodio pH 7.2 conteniendo 2 mM MgCl, y 2mM AEBSF), se clarifico
por centrifugacion, se afiadié sulfato amoénico soélido al 50%, la muestra se centrifugé de nuevo y el
sobrenadante se aplicé directamente a una columna de Con A. En esta etapa, el eluato de Con A fue cambiado
de tampon a PBS vy dividido en 3 muestras. Una muestra fue procesada de inmediato en columna de DEAE
para obtener gp96 (procedimiento estandar). Para los dos restantes, se afadié Con A exégeno (30 y 300ug/mL
respectivamente) y las muestras se purificaron luego sobre columna de DEAE. Todas las muestras DEAE
eluidas fueron sometidas a intercambio final de tampén a tampén fosfato de sacarosa-potasio 9% pH7.4. Con A
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se afiadié (30ug/mL) a una alicuota de la gp96 purificada por el procedimiento estandar. Las muestras se
analizaron para contenido de Con A y rechazo del tumor in vivo. Con A causé un aumento en la actividad de
rechazo del tumor de gp96 cuando se afadidé sea en proceso (Figura 12 (A)) o a la proteina gp96 purificada
final (Figura 12 (B)).

0364 Ensayo de inhibicion de crecimiento de Meth A in vivo: ratones BALB/c (n=10/grupo) fueron inmunizados
en el dia 0y el dia 7 con 10 ug de gp96 por via intradérmica en el flanco. En el dia 14 del estudio, los ratones
fueron abordados con 1x10° células Meth A por via intradérmica en un volumen total de 100yl. Los tumores en
crecimiento fueron controlados durante las siguientes cuatro semanas. Todos los animales fueron sacrificados
en el dia de estudio 41 después de una medicion final del tumor. Los datos se informaron como porcentaje de
animales que estan libres de tumor en el dia de estudio 41. Los grupos de control incluyen no inmunizados
(diluyente - control negativo) e inmunizados con células Meth A irradiadas (control positivo).

0365 En otro experimento, gp96 derivada de Meth A fue preparada utilizando una columna de inmunoafinidad
scFv anti-gp96. La gp96 purificada fue cambiada de tampodn a PBS y dividida en varias partes alicuotas. A una
alicuota, se afadidé Con A. Las muestras se analizaron por ELISA Con A (la concentracion de Con A medida en
ng Con A/ug para cada muestra se indica en la figura) y para rechazo del tumor in vivo. Los resultados se
muestran en la Figura 13. En cada caso, la adiciéon de Con A aumenté la actividad de rechazo del tumor de
gp96.

0366 Métodos:

0367 Preparacion de gp96 derivada de Meth A y adicién de Con A: Una muestra de tumor Meth A fue
homogeneizada (tampdn fosfato de sodio 30mM pH 7.2 conteniendo 2mM MgCI2 y 2mM AEBSF), clarificada por
centrifugacion vy filtrada (0.45uM). El homogeneizado aclarado resultante se aplic6 a una columna de
inmunoafinidad scFv anti-gp96 de 1ml. La columna se lavd con 10 volimenes de columna de PBS y la gp96
posteriormente eluida con 5 volimenes de columna de PBS que contenian 1.3M de NaCl. El eluato de columna
fue cambiado de tampon a PBS.

0368 Ensayo de inhibicion de crecimiento de Meth A in vivo: ratones BALB/c (n=10/grupo) fueron inmunizados
en el dia0yeldia7con 0.3 03 pug de gp96 sola o en combinacién con Con A intradérmica en el flanco. El dia
14 del estudio, los ratones fueron abordados con 1x10° células Meth A por via intradérmica en un volumen total
de 100 pl. Los tumores en crecimiento fueron controlados durante las siguientes cuatro semanas. Todos los
animales fueron sacrificados en el dia de estudio 41 después de una medicién final del tumor. Los datos se
informaron como porcentaje de animales que estan libres de tumor en el dia de estudio 41. Los grupos de
control incluyeron no inmunizados (diluyente - control negativo) e inmunizados con células Meth A irradiadas
(control positivo).

14. EJEMPLO 9: INMUNOTERAPIA DE INFECCION HSV-2

0369 El virus Herpes Simple tipo 2 ("HSV-2") se cultiva y se aislan particulas viricas por cualquier serie de
métodos conocidos en la materia (ver, por ejemplo, Principios de Virologia, Biologia Molecular, Pathgenesis, y
Control, de Flint et al., ed., ASM Press, (2000)). Se extraen particulas viricas por uno de varios métodos
comunes y la muestra resultante se centrifuga y se filira para obtener una fraccién virica enriquecida en
proteina. El grupo inicial de proteinas viricas solubilizadas puede ser cuantificado y afadido un exceso
estequiométrico de Con A (u otra lectina). Alternativamente, el extracto de proteina soluble también se puede
enriquecer para glicoproteina especifica de virus por cromatografia en una columna de Concacavalin A (u otra
lectina inmovilizada). Las glicoproteinas son especificamente eluidas de la columna utilizando un inhibidor
especifico de lectina (como metilo alfa-manopiranosido para Con A). El inhibidor puede eliminarse usando una
serie de métodos de intercambio de tampén. La muestra de glicoproteina enriquecida puede luego ser
cuantificada y anadido un exceso estequiométrico de Con A. Alternativamente, la muestra de glicoproteina
enriquecida puede ser procesada usando métodos enzimaticos o quimicos para generar pequefios fragmentos
de péptidos de las glicoproteinas. Estos fragmentos mas pequefios se pueden mezclar directamente con un
exceso estequiométrico de Con A (u otra lectina), o purificados mas por cromatografia y elucién de una columna

83



10

ES 2395126 T3

de Con A (u otra columna de lectina inmovilizada). La fracciéon enriquecida en glicopéptido puede ser
cuantificada y afiadido un exceso estequiométrico de Con A (u otra lectina). Las muestras y los controles
adecuados se evaluan para la actividad bioldgica utilizando sea modelos profilacticos (murinos VHS-2) o
terapéuticos (cobaya VHS-2).

0370 Metodologias similares se pueden realizar para generar material de ensayo para la evaluacién en la
inmunoterapia del cancer.

Equivalencia:

Muchas modificaciones y variaciones de esta invencién se pueden hacer sin apartarse de su espiritu y alcance,
como sera evidente para los expertos en la materia. Las realizaciones especificas descritas en este documento
se ofrecen a modo de ejemplo solamente.
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LISTA DE SECUENCIAS
0372

<110> Antigenics, Inc.
<120> Uso de Lectinas para Promover Oligomerizacién de Glicoproteinas y Moléculas Antigénicas
<130> 8449-330-228
<150> 60/450,721

<151> 2003-02-28

<160> 6

<170> Patentin version 3.2
<210> 1

<211>9

<212> PRT

<213> virus de leucemia murina

<400> 1
Ser Pro Ser Tyr Val Tyr His Gln Phe
1 5

<210> 2

<211>9

<212> PRT

<213> Mus Musculus

<400> 2
Thr Tyr Glu Ala Leu Thr Gln Lys Val
1 5

<210> 3

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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Thr Tyr Lys Glu Leu Ile Glu Arg Ile
1 5

<210>4

<211>19

<212> PRT

<213> virus de leucemia murina

<400> 4

Arg Val Thr Tyr His Ser Pro Ser Tyr Val Tyr His Gln Phe Glu Arg
1 5 10 15

Arg Ala Lys

<210>5
<211> 13
<212> PRT

<213> Mus Musculus

<400> 5
Glu Tyr Glu Leu Arg Lys His Asn Phe Ser Asp Thr Gly
1 5 10

<210> 6

<211>13

<212> PRT

<213> Mus Musculus

<400> 6

Glu Tyr Glu Leu Arg Lys Asn Asn Phe Ser Asp Thr Gly
1 5 10

86



10

15

20

25

30

35

40

ES 2395126 T3

REIVINDICACIONES

1. Uno o mas complejos no covalentes, cada complejo comprendiendo una proteina de choque térmico,
una molécula antigénica, y una lectina, en donde dicha proteina de choque térmico esta glicosilada, y donde la
cantidad de lectina presente en dichos complejos respecto a la cantidad de proteina de choque térmico es
mayor que o igual a 50 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de choque térmico o menor que o
igual a 5 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de choque térmico.

2. Los complejos de la reivindicacién 1, en donde la lectina presente en dichos complejos en relacion a la
cantidad de proteina de choque térmico o glicoproteina es de 50 a 1000 nanogramos de lectina por microgramo
de proteina de choque térmico o glicoproteina.

3. Los complejos de la reivindicacion 1, en donde la lectina presente en dichos complejos en relacién a la
cantidad de proteina de choque térmico es de 100 a 500 nanogramos de lectina por microgramo de proteina de
choque térmico.

4., Los complejos de la reivindicacion 1, en donde la lectina presente en dichos complejos en relacién a la
cantidad de proteina de choque térmico o glicoproteina es de 0.1 a 1 nanogramo de lectina por microgramo de
proteina de choque térmico o glicoproteina.

5. Los complejos de la reivindicacion 1, en donde la lectina presente en dichos complejos en relacién a la
cantidad de proteina de choque térmico es de 0.5 a 1 nanogramo de lectina por microgramo de proteina de
choque térmico.

6. Los complejos de la reivindicacion 1, en donde la relacion molar entre la proteina de choque térmico y la
lectina es 3:1, 2:1, 0 1:1.

7. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha lectina esta en forma de un
dimero o un oligémero.

8. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha lectina es una lectina de
unién a manosa.

9. Los complejos de la reivindicacidon 8, en donde dicha lectina de unién a manosa es Concanavalina A
(Con A).

10. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde dicha proteina de choque térmico se
selecciona del grupo que consiste de gp96, Calreticulin, y GRP170.

11. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde dicha proteina de choque térmico es
gp96.

12. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde dichos complejos son purificados.
13. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde dicha molécula antigénica es una

molécula antigénica que muestra uno o mas determinantes antigénicos contra los que se desea una respuesta
inmune en un sujeto.

14. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde un complejo de dicha proteina de
choque térmico y dicha molécula antigénica es aislado del tejido canceroso.

15. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde dicha molécula antigénica es un
antigeno especifico de tumor o un antigeno asociado a tumor.

16. Los complejos de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde dicha molécula antigénica muestra
la antigenicidad de un antigeno de un agente infeccioso.

87



10

15

20

25

30

35

ES 2395126 T3

17. Un método de preparacion de la poblacion de uno o mas complejos no covalentes segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-16, dicho método comprendiendo las etapas de:

a) ligar dicha lectina a dicha proteina de choque térmico, y
b) complejar dicha proteina de choque térmico a dicha molécula antigénica.

18. Un método de preparacion de la poblacion de uno o mas complejos no covalentes segun cualquiera de
las reivindicaciones 1-16, dicho método comprendiendo ligar una lectina a uno o mas complejos, cada complejo
comprendiendo una proteina de choque térmico glicosilada y una molécula antigénica, en donde dicha lectina
no esta ligada a una fase sélida.

19. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademas aislar dichos complejos de proteina de
choque térmico y molécula antigénica por cromatografia de afinidad basada en lectina antes de ligar dichos
complejos a lectinas.

20. El método de la reivindicacién 18, que comprende ademas aislar dichos complejos de proteina de
choque térmico y molécula antigénica por cromatografia no basada en lectina antes de ligar dichos complejos a
dicha lectina.

21. El método de la reivindicacion 20, en donde dicha cromatografia no basada en lectina es cromatografia
de afinidad basada en anticuerpos.

22. El método de la reivindicacion 18, en el que la lectina se afiade durante el proceso de purificar el uno o
mas complejos no covalentes.

23. El método de la reivindicacion 19, en el que la lectina se afiade durante el proceso de purificar el uno o
mas complejos no covalentes utilizando una columna de scFv gp96-especifica, en el que la proteina de choque
térmico en el uno o mas complejos no covalentes es gp96.

24, Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable, y uno o mas
complejos no covalentes segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

25. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 24, para su uso en un método para el tratamiento o
prevencion de un cancer o una enfermedad infecciosa en un sujeto.

26. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 24, para su uso como un medicamento.

27. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 26, en la que un complejo de dicha proteina de

choque térmico y dicha molécula antigénica es aislado de tejido canceroso.

28. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 26, en donde dicha molécula antigénica es un
antigeno especifico de tumor o un antigeno asociado a tumor.

29. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 26, en donde dicha molécula antigénica muestra la
antigenicidad de un antigeno de un agente infeccioso.

30. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 27 o 28, para uso en un método para el tratamiento de
un cancer en un sujeto que tiene cancer.

31. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 29, para su uso en un método para el tratamiento de
una enfermedad infecciosa en un sujeto que tiene una enfermedad infecciosa.

32. La composiciéon farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 25, 30, o 31, en donde el sujeto es
un mamifero.

33. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 32, en donde el mamifero es un humano.
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34. El uso de uno o mas complejos de la reivindicacion 14 o 15, para la elaboracién de un medicamento
para uso en el tratamiento de un cancer en un sujeto que tiene cancer.

35. El uso de uno o mas complejos de la reivindicaciéon 16, para la elaboracién de un medicamento para
uso en el tratamiento de una enfermedad infecciosa en un sujeto que tiene una enfermedad infecciosa.

36. Una composicion que comprende una poblacién de complejos no covalentes, en la que dichos
complejos no covalentes son de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1-13.

37. La composicion de la reivindicacion 36 para uso como un medicamento.

38. La composicién de la reivindicaciéon 37, en la que un complejo de dicha proteina de choque térmico y

dicha molécula antigénica es aislado de tejido canceroso.

39. La composicién de la reivindicaciéon 37, en donde dicha molécula antigénica es un antigeno especifico
de tumor o un antigeno asociado a tumor.

40. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 37, en donde dicha molécula antigénica muestra la
antigenicidad de un antigeno de un agente infeccioso.

41. La composicion de la reivindicacion 38 o 39, para su uso en un método para el tratamiento de un tipo de
cancer en un sujeto que tiene cancer.

42. La composicion de la reivindicacion 40, para uso en un método para el tratamiento de una enfermedad
infecciosa en un sujeto que tiene una enfermedad infecciosa.

43. La composicién de la reivindicacion 36, para su uso en un método para el tratamiento o la prevencion
de cancer o una enfermedad infecciosa.

44, Uso de la composicion de la reivindicacion 38 o 39, para la elaboracion de un medicamento para uso en
el tratamiento de un cancer en un sujeto que tiene cancer.

45, Uso de la composicién de la reivindicaciéon 40 para la elaboracion de un medicamento para uso en el
tratamiento de una enfermedad infecciosa en un sujeto que tiene una enfermedad infecciosa.

46. Uso de la composicion de la reivindicacion 36 para la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento o prevencion de cancer o una enfermedad infecciosa.

47. Un kit que comprende:

a) un primer recipiente que contiene una composicién que comprende una poblacion de complejos no
covalentes segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13,

b) un segundo recipiente que contiene una lectina purificada.

48. El kit de la reivindicacién 47, en el que la molécula antigénica muestra la antigenicidad de un antigeno
de un cancer o de un antigeno de un agente de una enfermedad infecciosa.

49. El kit de la reivindicacion 47, en el que la lectina es una lectina de unién a manosa.

50. El kit de la reivindicacién 47, en el que la lectina de unién a manosa es Concanavalina A (Con A).

51. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 47-50, en el que la proteina de choque térmico se selecciona

del grupo que consta de gp96, Calreticulin, y GRP170.

52. El kit de cualquiera de las reivindicaciones 47-50, en el que la proteina de choque térmico es gp96.
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